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1. Einleitung

Als im Herbst des Jahres 1975 am Department of Public Health, Yale University School of
Medicine, New Haven (Connecticut, USA) erstmals Berichte (iber eine ungewohnliche Hau-
fung von juveniler rheumatoider Arthritis in drei kleinen Gemeinden 6stlich des Connecticut
Rivers eingingen, konnte wohl keiner der Beteiligten ahnen, welche Konsequenzen diese Ent-
deckung fiir die moderne Infektionsforschung haben sollte. Um der Ursache dieser Arthritis-
epidemie auf den Grund zu gehen, organisierte die Universitat in Zusammenarbeit mit den in
der Region anséssigen Arzten und lokalen Gesundheitsbehérden eine medizinische Untersu-
chung der Bevolkerung (Steere et al. 1977). Ungewdhnlich genug waren die Ergebnisse alle-
mal: In den drei mitten in einer Waldlandschaft gelegenen Gemeinden East Haddam, Lyme
und Old Lyme — welche zusammen gerade mal eine Einwohnerzahl von ca. 12 000 erreichten
— waren entziindliche Gelenkserkrankungen bei den Kindern um das 100-fache haufiger vor-
zufinden als im Rest des Landes. Aber auch die epidemiologische Analyse der Erwachsenen
zeigte eine deutlich erhdhte Arthritis-Pravalenz (Steere et al. 1977). Viele weitere Aufféllig-
keiten, wie z.B. die, dass bei 55% der Patienten erste Symptome in den Sommer- und
Herbstmonaten auftraten und dass Familien, die in unmittelbarer Nachbarschaft zum Wald
wohnten, haufig betroffen waren, legten schon sehr friih den Verdacht nahe, dass es sich um
eine durch Arthropoden (bertragene Erkrankung handelte. Da sich 25% der Betroffenen an
eine ringférmige RoOtung ungeféhr vier Wochen vor dem Ausbruch der Krankheit erinnerten,
stellten die damit befassten Forscher auch schnell den Bezug zu dem in Europa schon lange
bekannten Erythema migrans® — der ,,Wanderrote“ — her. Diese Theorie wurde jedoch wieder
verworfen, da man zum damaligen Zeitpunkt noch keinen Zusammenhang zwischen den Ge-
lenksentziindungen und der Hautrétung erkennen konnte. So glaubte man, eine neue Krank-
heit entdeckt zu haben und taufte sie — gemalR dem Ort der Entdeckung — ,,Lyme Disease*
(Steere et al. 1977, Satz 2010).

In den nun folgenden Jahren gelang es den Wissenschaftlern, einen recht eindeutigen Bezug
zwischen dem Verbreitungsgebiet einer Zecke, namentlich Ixodes dammini?, und dem Auftre-

! Berichte tiber ungewdhnliche Hautveranderungen nach einem Zeckenstich sind in Europa seit Ende des 19.
Jahrhunderts bekannt. VVgl. hierzu die Dissertationsarbeit von Justies (Justies 2003). AuBerdem geht Satz eben-
falls sehr ausfihrlich auf erste Manifestationen der Lyme-Borreliose in Europa ein (Satz 2010).

% Seit 1993 wird Ixodes dammini zur Art Ixodes scapularis gezahlt. Bei Ixodes scapularis, dem ,,schwarzbeinigen
Holzbock", handelt es sich um einen der vier bekannten Hauptvektoren von Borrelia burgdorferi. Genanalytische
Untersuchungen zu Anfang des 21. Jahrhunderts konnten bestétigen, dass zwei verschiedene nordamerikanische
Ixodes-scapularis-Stamme existieren: ein ndrdlicher, recht homogener Stamm sowie ein siidlicher, etwas hetero-
gener Stamm. Die Separation von den gemeinsamen Vorfahren fand wahrscheinlich vor 18000 Jahren durch die
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ten der neuen Erkrankung herzustellen. Der Erreger — man vermutete einen Arbovirus — konn-
te jedoch trotz aufwendigen Suchens nicht gefunden werden. Erst ein Vergleich der Therapie-
resultate von zwei an der ,,Lyme-Arthritis* erkrankten Patientengruppen, welche mit und oh-
ne Penicillin behandelt worden waren, erhértete den Verdacht auf eine bakterielle Genese
(Satz 2010).

Gegen Ende September 1981 untersuchte der Auslandsschweizer Willy Burgdorfer im Auf-
trag der Rocky Mountain Laboratories in Hamilton (Montana, USA) Zecken, die sein Kollege
Jorge Benach vom New York State Health Department in Stony Brook (New York, USA) auf
Shelter Island (New York, USA) gesammelt hatte. Diese Binneninsel gehorte zwar zum En-
demiegebiet der Lyme Disease, doch waren die beiden Forscher eigentlich einem Bakterium
auf der Spur, das fur das ,,Rocky Mountain Fleckfieber* (englisch: Rocky Mountain spotted
fever) verantwortlich gemacht wurde (Burgdorfer 1984). So war es wohl reiner Zufall, dass
Burgdorfer wahrend seiner Arbeit eine Spirochéate im Mitteldarm der Zecke von Shelter Is-
land vorfand (Burgdorfer et al. 1982). Der Entdeckung Burgdorfers folgten zahlreiche Unter-
suchungen verschiedener Wissenschaftler diesseits und jenseits des Atlantiks. Letztendlich
konnte die Spirochéte — auch wenn es Unterschiede zwischen den in Europa und in Amerika
gefundenen Exemplaren gab — zweifelsfrei als Erreger der Lyme Disease und des Erythema
migrans identifiziert werden. Fir die Ubertragung des Bakteriums auf den Menschen waren
auf beiden Kontinenten Zecken verantwortlich: in Europa Ixodes ricinus und an der amerika-
nischen Ostkiste vorwiegend Ixodes scapularis (Satz 2010).

Zu Ehren Burgdorfers wurde das Bakterium 1983 auf dem 1. Internationalen Lyme-Disease-
Symposium in Yale, New Haven nach ihm benannt: Borrelia burgdorferi. 1985 setzte sich
schlielRlich auf dem 2. Internationalen Kongress in Wien der Begriff ,,Lyme-Borreliose* durch
(Satz 2010). Damit versuchte man nun alle klinischen Entitéten, welche sich durch eine Infek-
tion mit Borrelia burgdorferi manifestieren konnten, unter einem Oberbegriff zusammenzu-
fassen. Wie sich spater herausstellen sollte, sind das Erythema migrans und die Gelenksent-
ziindungen lediglich zwei Symptome eines dufRerst komplexen und vielschichtigen Krank-
heitsbildes.

nordamerikanische Vereisung statt. Flr eine genauere Darstellung des evolutionshiologischen Hintergrundes
verweise ich auf Qiu (Qiu et al. 2002).
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1.1. Der Erreger der Lyme-Borreliose: Borrelia burgdorferi

Bei Borrelia burgdorferi handelt es sich um ein gramnegatives, spiralformiges Bakterium, was
biologisch der Ordnung der Spirochéten (Spirochaetales) zuzurechnen ist. Die Abbildung 1
verdeutlicht die recht enge Verwandtschaftsbeziehung zum Erreger der Syphilis, Treponema
pallidum, sowie zum Erreger der Leptospirose, Leptospira interrogans. Schwere Verlaufsfor-
men der Leptospirose werden auch unter dem etwas bekannteren Krankheitsbild des Morbus
Weil zusammengefasst (Poeck und Hacke 2006, Herold 2009).

Ordnung Familie Gattung Spezies Krankheit
Spirochaetales e Spirochaetaceae e Spirochaeta
& Christispira

e Treponema o T. pallidum Lues
® T. pertenue Frambdsie
o T.carateum Pinta
o T.vincentii Tonsilitis
® Borrelia B. hermsii Riickfallfieber (M)
B. turicatae "
B. parkeri
B. mazzottii
B. venezuelensis
B. duttoni
B. crocidurae
B. persica
B. hispanica
B. latyschewii
B. caucasia
B. recurrentis

o B. burgdorferi Lyme-Borreliose (M/T)

» B. anserina Borreliosen (T)
® B. theileri "
» B. coriaceae

® Leptospiraceae ® Leptospira ® L. interrogans u.a. M. Weil (M/T)
o L biflexa

Abbildung 1: Klassifikation der Spirochaten und Einteilung von B. burgdorferi (M = beim Menschen, T = beim
Tier), in: Satz 2010, Seite 13.

Durch genanalytische Untersuchungen kénnen die Spirochéten der Gattung Borrelia von den
ubrigen Bakterien der Spirochéaten-Familie abgegrenzt werden. Der Unterschied liegt im
chromosomalen Genlocus fir die 16S rRNA (Satz 2010). Benannt wurden die ca. 20 Spezies
umfassenden Borrelien nach dem franzésischen Arzt und Mikrobiologen Amédée Borrel
(1867-1936), der gegen Ende des 19. Jahrhunderts am Pasteur-Institut in Paris arbeitete und
durch seine Seuchen- und Krebsforschung beriihmt wurde (Burgdorfer 2001, Justies 2003,
Larsson 2007, Satz 2010). Erreger der Lyme-Borreliose sind jedoch nur jene von Willy Burg-
dorfer 1981 entdeckten Borrelien, die wir heute als Borrelia burgdorferi sensu lato kennen.

Diese Spezies wiederum kann nach dem aktuellen Stand der Wissenschaft in 16 weitere
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Subspezies (auch Genospezies genannt) unterteilt werden (Girard et al. 2011), von denen vier
als sicher pathogen fiir den Menschen einzustufen sind (Kaiser et al. 2008, Nau et al. 20009,
Kaiser und Fingerle 2009). Namentlich sind dies: Borrelia burgdorferi sensu stricto (nur in
Nordamerika sowie West- und Osteuropa verbreitet), Borrelia afzelii (bislang nicht in Ameri-
ka vorgefunden), Borrelia garinii (kann wiederum in zwei Subtypen aufgeteilt werden, nam-
lich einen eurasischen und einen asiatischen Typ) und Borrelia spielmanii (bislang nur als Er-
reger des Erythema migrans aufgetaucht). Schon seit langerem stand wohl auch Borrelia bis-
settii im Verdacht, humanpathogenes Potential zu besitzen (Satz 2010). Ein eindeutiger Be-
weis wurde nie erbracht. Bei der Suche nach Borrelien-DNS mittels PCR im Blut von nordka-
lifornischen Einwohnern in den USA konnte kirzlich eine der Spirochate Borrelia bissettii
sehr &hnliche DNS nachgewiesen werden (Girard et al. 2011). Hier bleibt die Entwicklung
abzuwarten. Von wirklicher Relevanz fiir den klinisch tatigen Arzt sind daher nur die obigen
vier humanpathogenen Erreger. Diese unterscheiden sich in ihrer Organotropie, also ihrer be-
vorzugten Verteilung im menschlichen Organismus, sehr deutlich voneinander. So ist bei-
spielsweise B. afzelii zwar nicht immer, aber doch meistens der urséchliche Erreger der chro-
nischen Hauterkrankung Acrodermatitis chronica atrophicans (Huppertz et al. 1999, Satz
2010). B. garinii verursacht beim Menschen dagegen haufig eine Neuroborreliose (Huppertz
et al. 1999, Nau et al. 2009). Die bevorzugten klinischen Manifestationsformen der einzelnen
Subspezies sind immer wieder Gegenstand heftiger Diskussionen in der Borreliose-
Forschung. Im Detail soll hierauf nicht weiter eingegangen werden?®.

Wie alle Spirochaten besitzt auch Borrelia burgdorferi eine sehr charakteristische, korkenzie-
herartige Gestalt. VVor allem lichtmikroskopisch erscheinen die Bakterien als sehr flexible und
aulRerst bewegliche Faden. Dabei schwankt ihre Lange betréchtlich (zwischen 5 und 30 um)
und der Durchmesser liegt gerade mal bei 0,22 bis 0,38 um. Diese geringe Grofl3e ermdglicht
es ihnen auch, zahlreiche Bakterienfilter ungehindert zu passieren (Justies 2003). Um eine
grundsatzlich Vorstellung von diesem einzelligen Organismus zu bekommen, sind drei Struk-
turen von entscheidender Bedeutung (Abbildung 2): die duRere Hullmembran (englisch: outer

envelope), der Protoplasmazylinder sowie 7-11 Endoflagellen (auch Achsialfibrillen genannt).

® Gegen Ende des letzten Jahrtausends wurden den einzelnen Subspezies von Borrelia burgdorferi ganz klar de-
finierte Krankheitsbilder zugeschrieben. So galt B. afzelii beispielsweise als einziger Erreger der Acrodermatitis
chronica atrophicans — eine These, die sich auch mit dem Verbreitungsgebiet des Bakteriums gut untermauern
lieR, denn in Nordamerika, wo B. afzelii nicht vorkommt, war auch diese klinische Manifestationsform unbe-
kannt. Durch die Entwicklung sensitiverer, genanalytischer Methoden énderte sich jedoch die Forschungsmei-
nung und diese eng definierten Grenzen wurden ge6ffnet. Zwar scheinen bestimmte Subspezies das Auftreten
mancher Manifestationsformen deutlich zu begiinstigen, doch spielen hier wohl auch der Erregerstamm und das
Immunsystem des Wirts eine entscheidende Rolle. Satz fasst die Erkenntnisse dieser letzten Jahre sehr (ibersich-
tlich zusammen. Fir eine ausfihrlichere Auseinandersetzung mit dem Thema verweise ich daher auf seine Ar-
beit (Satz 2010).
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Der Protoplasmazylinder ist von einer dreischichtigen inneren Membran umgeben und um-
schliel3t ein Chromosom sowie mehrere zirkuldre und lineare Plasmide, die den grofiten Teil
des bakteriellen Genoms enthalten (Steere 2001, Satz 2010). Hier befinden sich auch die Ri-
bosomen zur Proteinsynthese. Im sogenannten periplasmatischen Raum zwischen der &uf3eren
und der mittleren Schicht der trilamindren Membran liegen die Endoflagellen (Hauptbestand-
teil dieser ist ein 41 kDa grolRes Protein namens Flagellin), welche sich um den Zylinder win-
den und an beiden Polen des Erregers inserieren. Durch die Kontraktion der Flagellenenden
wird B. burgdorferi eine auBerordentlich gute Eigenbeweglichkeit und schnelle Fortbewegung
ermoglicht. Die duRere Membran schliellich beherbergt eine stattliche Anzahl von Oberfla-
chenproteinen (englisch: outer surface proteins) und Antigenen, welche zum Teil stark immu-
nogene Eigenschaften aufweisen (Cullen et al. 2004). In der vorliegenden Arbeit wurden zwei
Lipoproteine der duBeren Hillmembran, namentlich OspC (outer surface protein C) und VISE
(variable major protein-like sequence, expressed) auf ihre proinflammatorischen Eigenschaf-

ten in vitro und in vivo Uberprift”.

Oberflachenproteine
(Lipoproteine)
immunogene Epitope
periplasmatischer
Raum

auBere Membran
(S-Layer)

Endoflagelle

Lipoprotein

trilamindre
Membran

Protoplasma-
zylinder

zirkulares Plasmid
(cP)
lineares Plasmid

(IP)

Chromosom

Peptidoglycan-
Schicht

Abbildung 2: Schematischer Querschnitt von Borrelia burgdorferi, in: Satz 2010, Seite 15.

* Firr eine genaue Darlegung des Versuchsaufbaus verweise ich auf das Kapitel 2.
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1.2. Die Oberflachenproteine OspC und VISE

Borrelia burgdorferi ist auBerhalb eines Wirtes nur bedingt Gberlebensfahig. Meist wechselt es
unter nicht optimalen Umgebungs- und Nahrungsbedingungen in eine Zystenform, um Ener-
gie zu sparen und diese potentiell gefahrlichen Situationen ,,auszusitzen“. Der zoonotische
Kreislauf des Bakteriums sieht eigentlich ein Leben innerhalb eines Wirtes — namentlich in-
nerhalb Kleinerer Sdugetiere wie Mause oder Kaninchen — vor. Aus diesem Grund hat Borre-
lia burgdorferi im Laufe der Evolution viele verschiedene Strategien entwickelt, sich im Wirt
vor dem Zugriff des Immunsystems zu schutzen (Justies 2003, Satz 2010). Eine bei vielen
Bakterien — und so auch bei Borrelia burgdorferi — beliebte Methode liegt dabei in der Wand-
lung der Antigenitat (siehe hierzu insbesondere den Abschnitt Gber VISE): Durch eine Veran-
derung seiner Oberfl&dchenstruktur versucht es, das Immunsystem zu ,,narren* und der Entde-
ckung zu entgehen. Neuere Forschungsergebnisse konnten zeigen, dass viele verschiedene
Faktoren das Expressionsmuster der Bakterienoberflache beeinflussen. So ist zum Beispiel die
Temperatur- und pH-Anderung bei der Ubertragung von der Zecke auf einen warmblitigen
Wirt ganz entscheidend fir die Auf- und Abregulation zahlreicher Gene (Kaiser und Fingerle
2009, Satz 2010).

Im Folgenden soll etwas genauer auf die beiden in dieser Arbeit untersuchten Oberflachen-
proteine VISE und OspC eingegangen werden. Beide scheinen nach gangiger Forschungsmei-
nung eine wesentliche Rolle bei der Etablierung und Aufrechterhaltung einer Infektion zu
spielen (Steere et al. 2001, Cullen et al. 2004).

OspC: Das 22 kDa groRe und heute unter dem Namen OspC bekannte Oberflachenprotein
wurde erstmals 1986 beschrieben (Wilske et al. 1986). Seine Fahigkeit, bereits in der Frih-
phase einer Infektion bei vielen Patienten eine starke Antikdrper-Produktion zu stimulieren,
machte es schnell zum Ziel molekulargenetischer Untersuchungen (Fuchs et al. 1992). OspC
ist ein fur Borrelia burgdorferi sensu lato sehr charakteristisches Oberflachenprotein (Steere et
al. 2004). Es existieren jedoch — wie ebenfalls sehr schnell erkannt wurde (Wilske et al. 1993)
— deutliche Unterschiede in der Aminosdurensequenz zwischen den einzelnen Subspezies
(Wilske et al. 2007). Alle Bakterien der Borrelia-burgdorferi-sensu-lato-Gruppe exprimieren
zwar OspC, jedoch besteht das Protein aus nichtvariablen und hochvariablen Anteilen. Erstere
sind bei allen Subspezies identisch. Die hochvariablen Anteile dagegen erscheinen duf3erst
vielféltig und grenzen die einzelnen Phanotypen voneinander ab (Satz 2010).

Die Hauptaufgabe aller Oberflachenproteine besteht darin, Borrelia burgdorferi vor dem Im-
munsystem des Wirts zu schitzen (Xu et al. 2008). OspC wird insbesondere wahrend der

Ubertragung von der Zecke auf den Wirt und in der Friihphase einer Infektion (in den ersten
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48 Stunden) verstarkt exprimiert (Grimm et al. 2004, Tilly et al. 2006, Stewart et al. 2006,
Rupprecht et al. 2008). Die Forschungsergebnisse der letzten Jahre konnten recht eindrucks-
voll zeigen, dass eine Streuung des Erregers von der Haut in andere Organe ohne OspC deut-
lich erschwert wird und das Immunsystem jene Bakterien, welche OspC fehlerhaft oder unzu-
reichend synthetisieren, rasch phagozytiert und abtotet (Tilly et al. 2007).

VISE: Ahnlich dem OspC besteht auch das 35 kDa groRe VISE aus invariablen und variablen
Regionen. Die invariablen Regionen befinden sich im Kern des Lipoproteins, vollstandig um-
geben und geschutzt von den variablen Regionen. Zusatzlich enthalt das Protein noch eine
Ankerdomane, welche — ebenfalls vollstdndig geschitzt — in der Bakterienmembran von Bor-
relia burgdorferi liegt. Frei zuganglich fir das Immunsystem sind daher nur die &ul3eren, va-
riablen Regionen — sie bilden die eigentliche Interaktionsstelle zwischen dem Protein und der
Immunabwehr des Wirts (Eicken et al. 2002, McDowell et al. 2002). Die gesamte VISE-DNA
liegt auf dem linearen Plasmid 1p28-1 und ist auf insgesamt 15 — 20 Kassetten, den variable
major protein-like sequences (vls), verteilt (Couette et al. 2009). Eine einzelne Kassette
enthdlt 12 Genregionen, sechs variable und sechs invariable. Zur Proteinexpression werden
nun die sechs invariablen Regionen (IR; bis IRg) einer jeden Kassette mit sechs zuféllig ge-
waéhlten variablen Regionen (VR bis VRg) kombiniert. Somit sind der Zusammensetzung der
aulReren, variablen Proteinoberflache kaum Grenzen gesetzt (Satz 2010).

Worin liegt jedoch die Besonderheit des VISE? Die Vielfalt der Proteinoberflache, welche
letzten Endes eine Erkennung durch das Immunsystem erschwert, beruht auf dem Prinzip der
Antigenvariation. Dieser Mechanismus, auch ,,Wandlung der Antigenitat“ genannt, hat dem
VISE unter anderem die Bezeichnung ,,Lockvogel-Protein“ eingebracht (Satz 2010). Die heu-
tige Forschung scheint sich einig zu sein, dass die Hauptaufgabe des VISE darin besteht, durch
héufigen DNA-Kassetten-Wechsel die Proteinoberflache zu verandern und das Bakterium vor
der Entdeckung durch das Immunsystem zu schitzen (Zhang et al. 1997, Zhang und Norris
1998 a, Zhang und Norris 1998 b, Lawrenz et al. 2004, Bankhead und Chaconas 2007). Diese
»Rekombination* der VISE-Oberflache kann laut Zhang und Norris in etwa alle vier Tage
stattfinden (Zhang und Norris 1998 a). Vom Immunsystem in dieser Zeit neu gebildete Anti-
korper gegen die ,alte* Proteinoberflache sind somit nach einem ,,Kassettenwechsel* wir-
kungslos. Bis das Immunsystem nun erneut reagiert hat und seine Antikdrperproduktion um-
stellen konnte, erfolgt ein zweiter ,,Kassettenwechsel”. Nach diesem Prinzip ,lauft* das Im-
munsystem der Proteinexpression ,hinterher und wird ,,genarrt“. Vom Korper eingeleitete
Abwehrmalinahmen sind daher nutzlos. Der Mechanismus der Antigenvariation ist in der Na-

tur bei einigen Bakterien, Viren, Pilzen und Parasiten weit verbreitet. Er ermdglicht diesen
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Organismen, im Wirtskorper Uber langere Zeitrdume zu Uberleben und so Langzeit- bzw.
Reinfektionen zu verursachen (Couette et al. 2009).

Wie genau nun diese Verénderungen der VISE-Oberflache auch andere stark immunogene
Oberflachenproteine von Borrelia burgdorferi, wie zum Beispiel das OspC, vor der Entde-
ckung durch das Immunsystem des Wirts schiitzen, ist derzeit Gegenstand intensiver For-
schung. Die Annahme, VISE kdnne andere Oberflachenproteine ,,lberdecken® und diese somit
vor dem direkten Kontakt mit den Immunzellen schitzen — ein Verfahren, das sich in der Na-
tur bestimmte einzellige Parasiten zu Nutze machen — muss jedoch den Erkenntnissen einer
kanadischen Forschergruppe zu Folge stark angezweifelt werden (Bankhead und Chaconas
2007). Diese Problematik soll aber auch nicht Thema dieser Arbeit sein. Daflr verweise ich
auf die aktuelle Forschungsliteratur.

In den letzten Jahren sind sowohl das gesamte VISE-Genprodukt als auch die duRerst immun-
dominante invariable Region IR (oft als C6-Peptid bezeichnet) in den Fokus der serodiagnos-
tischen Testverfahren geriickt. Von mehreren Forschergruppen konnte gezeigt werden, dass
Borrelien-ELISAs durch den Zusatz von VISE oder C6 deutlich an Sensitivitat gewinnen (Ba-
con et al. 2003, Goettner et al. 2005, Wilske et al. 2007, Marangoni et al. 2008). Nach den ak-
tuellen Leitlinien der Deutschen Gesellschaft fir Neurologie (DGN) wird zur Serodiagnostik
der Neuroborreliose ein zweistufiges Testverfahren empfohlen. Dies beinhaltet im ersten
Schritt einen Suchtest (ELISA) und im zweiten Schritt — falls dieser ,,Such-ELISA* positiv
ausfallen sollte oder sein Ergebnis zweifelhaft ist — einen Bestétigungstest (Western Blot)
(Kaiser et al. 2008, Nau et al. 2009, Kaiser und Fingerle 2009). Hier sei angemerkt, dass sich
zur Standardisierung und zur besseren Vergleichbarkeit die Arbeit mit rekombinanten Borre-
lienproteinen bewahrt hat (Wilske et al. 2007).

1.3. Klinische Aspekte

Die klinischen Manifestationsformen der Lyme-Borreliose sind vielféltig, komplex und fur
eine grolRe Anzahl medizinischer Fachdisziplinen relevant. Vor allem in den Spatstadien der
Erkrankung (Stadium I11) ist oftmals eine facheruibergreifende, interdisziplindre Zusammen-
arbeit noétig, um neurologische, dermatologische, kardiovaskulare oder rheumatologische
Komplikationen abzuwenden und den Patienten adaquat zu behandeln. Im Folgenden mdchte
ich auf die gangigsten klinischen Symptome, deren Diagnostik und Therapie sowie auf einige
grundsatzliche Aspekte der Lyme-Borreliose eingehen. Zentrales Thema dieser Arbeit sind

jedoch die durch Lipoproteine von Borrelia burgdorferi hervorgerufenen Reaktionen im zent-
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ralen Nervensystem (ZNS). Aus diesem Grund folgt in Kapitel 4.1. eine etwas intensivere
Auseinandersetzung mit dem Krankheitsbild der Neuroborreliose.

Epidemiologie: Die Lyme-Borreliose l&sst sich epidemiologisch schwer erfassen. Einerseits
gibt es nur in wenigen L&ndern (Schottland, Slowenien) eine zentrale Meldepflicht und ande-
rerseits verlaufen viele Krankheitsfalle asymptomatisch oder heilen gar spontan aus (Nau et
al. 2009). Und auch wenn der Krankheitserreger vorwiegend in den geméafigten Breiten der
ndrdlichen Hemisphdre heimisch ist (Kaiser et al. 2008), so wurden doch bereits Falle aus al-
len flnf bewohnten Kontinenten berichtet (Satz 2010). Die Lyme-Borreliose ist damit die
héaufigste durch Zecken Ubertragene Infektionskrankheit in der westlichen Welt. Orientiert
man sich an wissenschaftlichen Studien, so liegt die geschétzte Neuerkrankungsrate in Europa
bei 100 bis 130 Féallen pro 100 000 Einwohner pro Jahr (Huppertz et al. 1999, Nau et al. 2009,
Satz 2010). Zum Vergleich: In Lyme, Connecticut, liegt sie bei ungefédhr 80 bis 100 Fallen
pro 100 000 Einwohner pro Jahr (Hengge et al. 2003, Satz 2010). Es bleibt jedoch unbedingt
festzuhalten, dass diese Zahlen deutlichen regionalen und lokalen Schwankungen unterliegen.
AuBerdem spielen die globale Klimaerwédrmung und saisonale Wetterverhéltnisse eine ent-
scheidende Rolle bei der Verbreitung der Krankheit (Satz 2010).

Ubertragung und Infektion: Die Ubertragung der Lyme-Borreliose auf den Menschen erfolgt
fast immer wahrend der Blutmahlzeit tber den Speichel einer mit Borrelia burgdorferi infi-
zierten Zecke (Pal et al. 2004, Munderloh und Kurtti 2005). Andere Ubertragungswege, wie
zum Beispiel von Mensch zu Mensch bei der erregerverwandten Syphilis oder tber Bluttrans-
fusionen, sind nicht bekannt. Jahrelang standen zwar auch diverse Stechmickenarten als po-
tentielle VVektoren im Zentrum der Aufmerksamkeit, doch konnten diese Theorien bis heute
nicht bewiesen werden. Als Vektortiere bleiben somit nur die Zecken (Justies 2003, Kaiser
und Fingerle 2009, Satz 2010,). Davon sind nach heutigem Stand der Wissenschaft sieben
verschiedene Arten in unterschiedlichem Ausmal? an der Verbreitung des Erregers beteiligt: in
Europa vor allem Ixodes ricinus (Holzbock) und in Amerika die beiden Arten Ixodes pacifi-
cus (Westkuste) sowie Ixodes scapularis (Ostkdiste).

Symptome: ,,Die Lyme-Borreliose ist eine Multiorganerkrankung“ (Satz 2010). Diese Aussa-
ge sollte man vielleicht vor allen anderen verinnerlichen. Im Prinzip kann die Erkrankung
namlich alle Organe des Korpers betreffen und zahlreiche spezifische sowie unspezifische
Symptome hervorrufen. Dies erschwert einerseits die Diagnostik und l4sst andererseits auch
keine einheitliche Klassifikation des Krankheitsverlaufes zu. 1986 wurde von amerikanischen
Forschern erstmals eine Einteilung der ,,Lyme-Disease” in drei Krankheitsstadien (Stadium 1,

I1 und I1) vorgeschlagen (Steere et al. 1986). Drei Jahre spéater, 1989, wurde schliellich eine
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etwas modifizierte Version dieser Einteilung veroffentlich, die in ihren Grundziigen auch
noch heute Giiltigkeit besitzt (Steere 1989, Steere 2001, Steere et al. 2004, Wormser et al.
2006). Grundsétzlich wird bei der Lyme-Borreliose zwischen einem lokalen und generalisier-
ten Organbefall sowie zwischen einem friilhen und spaten Krankheitsstadium unterschieden.
Wichtig ist dabei allerdings, dass die drei Krankheitsstadien keinem festen Schema folgen und
im klinischen Verlauf jedes Stadium Ubersprungen werden kann. Beispielsweise kann der
schleichende Ausbruch einer chronischen Neuroborreliose (Stadium 111) viele Jahre nach dem
Zeckenstich das erste Symptom der Krankheit sein (Justies 2003, Poeck und Hacke 2006, Nau
et al. 2009). Es ist nicht vorhersehbar, welcher Patient welche Manifestationsformen entwi-
ckelt. Unter anderem scheinen hier das Patientenalter (Kind oder Erwachsener?) und die infi-
zierenden Borrelien-Spezies eine grolRe Rolle zu spielen (Christen und Eiffert 2003, Satz
2010).

Stadium 1: Die ,klassische” und auch mit Abstand haufigste Manifestationsform der Lyme-
Borreliose ist dem Stadium | zuzurechnen und in Europa schon seit Anfang des letzten Jahr-
hunderts bekannt. Beschrieben wurde die so genannte ,,Wanderréte® ndmlich erstmals von
dem schwedischen Arzt Arvid Afzelius im Jahre 1909 (Justies 2003, Satz 2010). Schon da-
mals wurde der Begriff Erythema chronicum migrans (heute einfach als Erythema migrans
bezeichnet) gepragt und die Krankheit mit Zecken in Verbindung gebracht. Die Briicke zur
Lyme-Disease in Connecticut hat jedoch erst 75 Jahre spater Willy Burgdorfer gebaut (Burg-
dorfer 1984).

Das Stadium 1 tritt wenige Tage bis mehrere Wochen nach dem Zeckenstich auf und wird
auch als ,,Stadium der Erstmanifestation“, ,,Frihstadium“ oder ,,lokalisiertes Stadium* be-
zeichnet. Es umfasst im Wesentlichen das sich kreisformig ausbreitende Erythema migrans
um die Einstichstelle herum. Weitere Symptome des ersten Stadiums sind ein allgemeines
Krankheitsgefihl, Leistungsschwache, Mudigkeit, Kopf- und/oder Muskelschmerzen, leichtes
Fieber sowie Lymphknoten-, Milz- und LebervergréRerungen (Poeck und Hacke 2006). Zu-
séatzlich wird auch das Borrelien-Lymphozytom den Stadien | und Il zugeordnet (Satz 2010).
Es sei nochmals betont, dass die soeben aufgelisteten Symptome sowohl stérker als auch
schwacher, sowohl ohne als auch mit begleitendem Erythema migrans auftreten kdnnen.
Manche Patienten bleiben auch vollig beschwerdefrei und berichten lediglich von einer
leichten Mudigkeit. Hier ist jedwede Kombination von Symptomen denkbar. Ein wirklich
spezifisches und eindeutiges Zeichen fur eine beginnende Lyme-Borreliose ist nur das Ery-
thema migrans, welches in der Regel nach vier Wochen ohne therapeutische Intervention ver-
blasst (Nau et al. 2009).

-14 -



Stadium 11: Das zweite Stadium ist durch die Dissemination, also die Streuung des Erregers in
den gesamten Korper, gekennzeichnet. Deshalb wird es auch als ,,Stadium der Dissemination*
oder ,,generalisiertes Stadium* bezeichnet. Eine zeitliche Einteilung fallt hier schwer und wird
in der Literatur auch mitunter widerspriichlich angewandt. Als groben Richtwert kénnen die
Symptome wenige Wochen bis zu einem halben Jahr (Symptomdauer < 6 Monate) nach der
Infektion auftreten. Prinzipiell — und das ist charakteristisch am zweiten Stadium — kdnnen
nun alle Organe betroffen sein (Satz 2010). Zu den hdufigsten und mitunter schwerwiegend-
sten Komplikationen gehort die Meningoradikuloneuritis (Garin-Bujadoux-Bannwarth-
Syndrom), welche in Hirnnervenausféllen (vor allem der Nervus facialis und der Nervus ab-
ducens sind betroffen) und L&hmungen von Extremitdten gipfeln kann (Poeck und Hacke
2006). Aber auch Entziindungen von Gelenken, Sehnen und Muskeln sowie die in Europa re-
lativ seltene Lyme-Karditis (Huppertz et al. 1999) kdnnen zu ausgepréagten Krankheitsbildern
und massiven Beschwerden fiihren (Nau et al. 2009). Unbehandelt kdnnen die Symptome sehr
lange Zeit persistieren, bis die Krankheit schlieBlich in das chronische Stadium 111 Ubertritt.

Stadium 111: Auch das letzte klinische Stadium der Lyme-Borreliose, das ,,Stadium der Chro-
nizitat", lasst sich zeitlich nur schwierig in den Krankheitsverlauf einordnen. Meist vergehen
mehrere Jahre, bis die Diagnose gestellt werden kann. Im Allgemeinen spricht man bei einer
Symptomdauer von mehr als 6 Monaten von einer chronischen Lyme-Borreliose im Stadium
Il (Kaiser et al. 2008, Nau et al. 2009). Es kdnnen nun schwere, dauerhafte Organschaden
auftreten, die in den meisten Féllen nicht mehr selbstlimitierend sind und ohne addquate Be-
handlung unaufhaltsam voranschreiten. Man spricht auch von einer Lyme-Borreliose im Sta-
dium I11, wenn die Infektion in einem geschadigten Organ bereits abgeklungen ist, der Patient
jedoch weiterhin tber Beschwerden klagt. Diese lassen sich dann hauptséchlich auf immuno-
logische Prozesse zuriickfiihren, welche oftmals mit Immunsuppressiva und/oder Kortikoste-
roiden behandelt werden mussen. Schwere, chronische Verlaufe der borrelieninduzierten
Arthritis lassen sich beispielsweise mit Methotrexat behandeln (Satz 2010). Auf einige allge-
meine Behandlungsgrundsatze wird am Ende des Kapitels noch etwas genauer eingegangen.

Eine klassische Manifestationsform® des I1I. Stadiums — neben den bereits erwahnten Arthri-
tiden — stellt die Acrodermatitis chronica atrophicans dar. Dieses Krankheitsbild ist geprégt
von entziindlichen, pergamentpapierahnlichen Hautl&sionen, die sich bevorzugt an der Streck-
seite der Extremitdten entwickeln. Es kdnnen aber auch andere Korperregionen wie Gesicht
oder Stamm betroffen sein (Nau et al. 2009). Weitere Komplikationen des ,,Spatstadiums*

sind chronisch progrediente Entziindungen des zentralen Nervensystems (Enzephalitiden, En-

® Das klassische Symptom der zuvor erwéhnten ,Lyme-Disease” in Connecticut waren Gelenksentziindungen
bei Kindern und Erwachsenen.
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zephalomyelitiden und Meningoenzephalitiden), Kardiomyopathien, periphere Polyneuropa-
thien sowie Vaskulitiden. Die Geféalientzindungen &hneln der erregerverwandten Syphilis und
kdnnen ebenso wie diese schwere neurologische Komplikationen (z. B. Schlaganfalle) hervor-
rufen (Miklossy et al. 1990, Poeck und Hacke 2006).

Diagnostik: Die Diagnose einer Lyme-Borreliose muss nach heutiger Forschungsmeinung
hauptséchlich klinisch gestellt werden. Anamnese, Symptomatik und korperliche Untersu-
chungsbefunde sind dafir entscheidend (Hengge et al. 2003, Christen und Eiffert 2003, Nau
et al. 2009). Die kulturelle Anzucht von Borrelia burgdorferi aus Korperflissigkeiten gestaltet
sich meist als sehr schwierig. Nur unter optimalen Umgebungs- und Nahrungsbedingungen
sind Erfolge zu verzeichnen. Diese Schwierigkeiten liegen darin begrindet, dass das Bakte-
rium eigentlich an ein Leben in einem Wirtsorganismus gewohnt ist. Es reagiert daher sehr
schnell und empfindlich auf schlechte &uliere Bedingungen (Justies 2003). Meistens wird da-
her schon bei Verdacht auf eine Infektion mit Borrelien ein spezifischer Antikérpernachweis
im Serum des Patienten eingefordert. Die serologischen Befunde sind jedoch stets sehr kri-
tisch zu betrachten und missen unbedingt unter Berticksichtigung der Beschwerden des je-
weiligen Patienten interpretiert werden. In den letzten Jahren wurden von zahlreichen Autoren
sogenannte Falldefinitionen oder Fallkriterien entwickelt, die dem behandelnden Arzt die
oftmals komplizierte Diagnosestellung erleichtern sollen (Steere 2001, Christen und Eiffert
2003, Nau et al. 2009). Grundséatzlich kann man sagen, dass der Antikdrpernachweis erst ab
Stadium 11 und bei spezifischen kdrperlichen Beschwerden an Bedeutung gewinnt: Wird bei-
spielsweise bei der Erstuntersuchung eines Patienten ein Erythema migrans entdeckt, so ist
eine weitere serologische Diagnostik nicht mehr notwendig — in jedem Fall muss nun antibio-
tisch therapiert werden (Nau et al. 2009, Satz 2010). Auf der anderen Seite ist die Antikdrper-
pravalenz in der Bevodlkerung oftmals sehr hoch (besonders in Endemiegebieten) und auch
noch Jahre nach einer durchgemachten Infektion kénnen die Antikorpertiter erhéht bleiben
(Kalish et al. 2001 a). Somit beweist eine alleinige Erhdhung der Antikorpertiter keine aktive
Borrelieninfektion.

Bei der Diagnosefindung mussen zahlreiche Faktoren berticksichtigt werden. Die oben ge-
machten Erléduterungen zur Diagnostik umreiRen die Problematik nur grob — weitere Ausfih-
rungen wirden den Rahmen dieser Arbeit sprengen und stehen in zahlreichen Publikationen
zur Diskussion (Wormser et al. 2006, Kaiser et al. 2008, Nau et al. 2009, Satz 2010). Viel-
leicht sollte an dieser Stelle nochmals erwahnt werden, dass die klassischen klinischen Befun-

de und Untersuchungen der erste und wichtigste Schritt zur Diagnosefindung sind. Diese gilt
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es sorgfaltig und gewissenhaft in erster Instanz anzuwenden, um eine Uberdiagnostizierung
und Ubertherapie des Patienten zu vermeiden (Qureshi et al. 2002, Grabe et al. 2008).
Therapie und Prognose: Eine antibiotische Behandlung der Lyme-Borreliose sollte grund-
séatzlich in jedem Krankheitsstadium durchgefiihrt werden (Poeck und Hacke 2006). Eine gro-
Re Anzahl Klinischer Studien aus dem In- und Ausland konnte zeigen, dass eine adaquate und
frihzeitige Antibiose den Heilungsprozess beschleunigt, Komplikationen verhindert und die
Wahrscheinlichkeit fur die Entwicklung chronischer Prozesse (Lyme Arthritis, Acrodermatitis
chronica atrophicans) entscheidend verringert (Kalish et al. 2001 b, Kaiser 2004, Dinser et al.
2005, Feder et al. 2007). Selbst wenn gar keine akute Infektion mehr besteht, profitiert der Pa-
tient — sofern er zuvor noch nicht ausreichend antibiotisch therapiert wurde — unter Umstén-
den von einer einmaligen Antibiotikagabe, da der Erreger in chronisch erkrankten Organen
oder in sogenannten ,,Gewebsnischen (Sehnen, Bindegewebe, Konjunktiven) jahrelang tber-
leben kann und so eine weitere Streuung in den Korper vermieden wird (Satz 2010). Es exis-
tieren zahlreiche Therapieschemata (Wahl des Antibiotikums, Applikationsart, Applikations-
dauer), die sich am Alter des Patienten, an den Symptomen und am Krankheitsstadium orien-
tieren (Nau et al. 2009). Eine gute Ubersicht hierzu liefern amerikanische und deutsche Leitli-
nien (Wormser et al. 2006, Kaiser et al. 2008). Eigentlich hat sich in allen Stadien die Thera-
pie mit Tetrazyklinen (beispielsweise 2-mal 100 mg/Tag Doxycyclin) und Cephalosporinen
der 3. Generation (beispielsweise Ceftriaxon 1-mal 2 g/Tag intravends) bewahrt. Eine Penicil-
lin-Therapie ist prinzipiell auch erfolgversprechend. Die Dauer der Therapie ist unterschied-
lich (beim Erythema migrans 14 Tage, bei der chronischen Neuroborreliose dagegen bis 28
Tage). Eine Therapie tber 28 Tage hinaus ist jedoch kontraindiziert und birgt erfahrungsge-
mal hohe Risiken an unerwiinschten Nebenwirkungen (Nau et al 2009).

Die Prognose einer Lyme-Borreliose ist gut. Eine spontane Ausheilung ist prinzipiell moglich.
Eine frihzeitige antibiotische Behandlung ist bei entsprechenden Symptomen jedoch unver-
zichtbar, um das Risiko fr Spatschaden zu reduzieren (Kalish et al. 2001 b, Nau et al. 2009).
Anmerkung zur Stadieneinteilung: Heutzutage wird in den meisten Lehrbilichern (Poeck und
Hacke 2006) und Aufsatzen (Kaiser 2004, Kaiser und Fingerle 2009, Nau et al. 2009) die obi-
ge Unterteilung der Lyme-Borreliose in drei Krankheitsstadien verwendet. Dabei erfolgt der
Ubergang vom Stadium 1l in das Stadium I11 relativ willkiirlich bei einer Krankheitsdauer von
uber bzw. unter 6 Monaten. Oftmals ist dies fur den klinischen Alltag jedoch nicht sonderlich
praktikabel. Einerseits durchlaufen ndmlich nur wenige Patienten die Krankheit in dieser fes-
ten Reihenfolge und andererseits kann ein Kklarer Infektionszeitpunkt (der Zeckenstich) oft-

mals nicht mehr herausgearbeitet werden. Diese Problematik ist den Forschern durchaus be-
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wusst, doch gibt es derzeit wohl keine bessere Alternative (Kaiser et al. 2008, Nau et al. 2009,
Kaiser und Fingerle 2009). Im Gegensatz zu den Empfehlungen der Deutschen Gesellschaft
fir Neurologie (DGN) (Kaiser et al. 2008) schldgt Satz in seiner 2010 erschienenen Publikati-
on daher ein neues Kriterium zur Unterscheidung der Stadien Il und Il vor: Fir ihn ist das
dritte Stadium der Lyme-Borreliose durch dauerhafte Organschéden definiert, welche keine
Restitutio ad integrum mehr zulassen. Der zeitliche Verlauf spielt hierbei keine Rolle. Ent-
scheidend ist, dass die durch die Krankheit verursachten Schaden persistieren und eine Hei-
lung des betroffenen Gewebes nicht mehr zu erwarten ist (Satz 2010). Ob diese Unterteilung

weiteren Zuspruch in der Borreliose-Forschung finden wird, bleibt abzuwarten.

1.4. Ziele der Arbeit und offene Fragen

Diese Arbeit verfolgt das Ziel, Immunreaktionen im zentralen Nervensystem bei Stimulation
mit den Oberflachenproteinen OspC und VISE von Borrelia burgdorferi zu erforschen. Dazu
wurden einerseits Zellkulturexperimente mit priméaren Mikrogliazellen der Maus durchge-
fuhrt. Hier wurden die immunstimulatorischen Eigenschaften der Proteine untersucht. Der
zweite groRe Versuchsblock umfasste hingegen ein mehrere Wochen dauerndes Tierexperi-
ment, bei dem die Borrelienbestandteile kontinuierlich direkt in den Ventrikelraum der M&use
appliziert wurden. Das Kapitel 2 befasst sich umfassend mit diesen beiden Versuchen. Zuvor
sollen jedoch einige grundséatzliche Fragen Beachtung finden:

e Welche Reaktionen kdnnen von den Zellkulturen in vitro beobachtet werden? Lost die
Zugabe der Borrelienbestandteile eine Entziindungsreaktion aus?

e Wie reagieren die Versuchstiere in vivo? Beeintrachtigt die Applikation des Borrelien-
Proteins ihre motorische oder neuropsychologische Leistungsfahigkeit? Kénnen in den
histologischen Gehirnschnitten der Méuse Auffalligkeiten oder gar entziindliche Pro-
zesse beobachtet werden?

e Kann sowohl in vitro als auch in vivo eine Zellschadigung beobachtet werden? Wenn
ja, gibt es — insbesondere in vivo — Hinweise, wodurch diese Schadigung verursacht
wird (durch das eigene Immunsystem, durch direkten Kontakt mit den fremden Pro-
teinen, etc.)?

e Decken sich die Beobachtungen mit den Erkenntnissen der aktuellen Borreliose-
Forschung?

Diese Arbeit hat das Ziel, eine Antwort auf diese Fragen zu finden und vielleicht einen klei-

nen Beitrag zur Erforschung der Neuroborreliose zu leisten.
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2. Material und M ethoden

Fur diese Arbeit wurden eine Vielzahl unterschiedlicher Materialien und Methoden verwen-
det. Im vorliegenden Kapitel soll etwas genauer auf die Herkunft der verwendeten Erregerbe-
standteile (Kapitel 2.1. und 2.2.), auf den Versuchsaufbau in vitro (Kapitel 2.3.) und in vivo
(Kapitel 2.4.) sowie auf die statistischen Methoden (Kapitel 2.5.) eingegangen werden. Es gibt
immer wieder Uberschneidungen zwischen den in-vitro- und in-vivo-Versuchen (wie zum
Beispiel bei der Messung von Entziindungsparametern), jedoch wird aus Griinden der Uber-
sichtlichkeit versucht, eine strikte Trennung zwischen diesen beiden grof3en Versuchsreihen
einzuhalten.

Die beiden Hauptabschnitte dieses Kapitels beschaftigen sich mit dem Aufbau der Versuche.
Es wird zuerst auf die in-vitro-Versuche mit priméren Mikrogliazellen von C57BL/6-Mausen
eingegangen. Die kultivierten Zellen wurden mit den Erregerbestandteilen OspC und VISE in
Kontakt gebracht und die Immunreaktion anhand diverser Parameter (Freisetzung von NO,
TNF-a, IL-6 usw.) gemessen. Der zweite Abschnitt beschéftigt sich mit dem OspC-in-vivo-
Versuch, welcher sich insgesamt Uber einen Zeitraum von zwei Monaten erstreckte. Hier
wurde 20 lebenden Méausen Uber ein spezielles Pumpensystem 28 Tage lang entweder OspC
oder eine Pufferldsung intraventrikul&r infundiert und daraufhin die motorische sowie neuro-
psychologische Leistungsfahigkeit der Tiere anhand dreier Testverfahren (Seiltest, Rotarod,
Morris-Wasserlabyrinth) Gberpruft.

Die in-vitro-Experimente mit OspC wurden im Mai 2008 in den psychiatrischen und neuropa-
thol ogischen Laboren der Universitétsmedizin Goéttingen durchgefihrt. Die Tierversuche fan-
den ein Jahr spéter in der Zentralen Tierexperimentellen Einrichtung (ZTE) des Universitéts-
klinikums Géttingen statt. Im Anschluss folgten zwischen August 2009 und Oktober 2010 die

in-vitro-Experimente mit VISE.

2.1. Herkunft und Synthese von OspC

Sowohl in den in-vitro- as auch in den in-vivo-Experimenten wurde ein rekombinant herge-
stelltes Oberflachenprotein C (rOspC) vom Borrelia-garinii-Stamm 20047 verwendet. Bei
Borrelia garinii handelt es sich um eine der vier humanpathogenen Subspezies von Borrelia
burgdorferi sensu lato. Entgegen dlterer Literatur — welche nur Borrelia burgdorferi sensu
stricto, Borrelia afzelii und Borrelia garinii als humanpathogen klassifizierte — wird Borrelia

spielmanii mittlerwelle von vielen Autoren als Ausléser eines Erythema migrans beim Men-
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schen beschrieben (Wilske et a. 2007, Rupprecht et al. 2008, Nau et al. 2009, Kaiser und
Fingerle 2009, Satz 2010). Demzufolge kann die Gefahr, welche von diesem Erreger ausgeht,
kaum noch angezweifelt werden. Wie bereits im vorherigen Kapitel geschildert, muss neuer-
dings auch eine Humanpathogenitét von Borrelia bissettii in Betracht gezogen werden (Girard
et a. 2011), was das humanpathogene Spektrum auf insgesamt funf Subspezies erweitern
wurde (Satz 2010).

Die Proteinsynthese und Aufreinigung erfolgte im Nationalen Referenzzentrum fur Borrelien
unter der Leitung von Volker Fingerle®. Rekombinant hergestellte Proteine werden dort fiir
serodiagnostische Zwecke eingesetzt. Das in diesem Experiment verwendete OspC durchlief
einen komplexen Herstellungsprozess, der im Folgenden stark gekiirzt dargestellt wird”: Die
Proteinsynthese erfolgte in transformierten E. coli XL1-Blue. Die Transkription und anschlie-
Bende Trandation des geklonten OspC-Gens wurde hierbei durch Isopropyl-p-D-
thiogalactopyranosid (IPTG) induziert. Nach 18 Stunden Inkubationszeit bei 37 °C erfolgte
der Zellaufschluss mithilfe einer , French Press*® (Wilske et al. 1999). Die Affinitatschroma:
tographie zur Gewinnung des expriminierten OspC unterteilte sich in drei Schritte. Die erste
Reinigung wurde auf einer NiSOy-beladenen IMAC-Saule durchgefihrt; die zweite Uber ei-
nen Anionen-Austausch (DEAE-Sepharose) und die dritte tber einen Kationen-Austausch
(Fractogel SOs3). Es wurde stets ein , fast-performance liquid chromatography system (FPLC-
System)? zur Aufreinigung verwendet. Um eine Kontamination mit anderen Proteinen auszu-
schlief?en, wurde im Anschluss ein Westernblot mit einem Anti-E. coli-Serum und dem
OspC-spezifischen monoklonalen Antikorper L22C11 durchgefihrt. Fremdproteine von E.
coli konnten hierbei nicht gefunden werden und der OspC-Antikorper-Suchtest war positiv
(Schulte-Spechtel et al. 2003). Nach erfolgreicher Synthese und Aufreinigung wurde das ge-
wonnene OspC in einem 25 mM Tris-Puffer, welcher 0,1% TritonX und 2 nM Dithiothreitol
(DTT) enthielt, gelost.

Nach  Abschluss der  Experimente wurde ene  Matrix-unterstitzte-Laser-
Desorption/lonisation-Flugzei tanal yse-M assenspektrometrie (MALDI-TOF) des rekombinan-
ten OspC durchgefiihrt, um eine Verunreinigung durch Lipide und andere Substanzen auszu-

® Nationales Referenzzentrum fiir Borrelien, Bayerisches Landesamt fiir Gesundheit und Lebensmittelsicherheit,
M inchen, Deutschland

" Zur Vertiefung verweise ich an dieser Stelle auf den Aufsatz von Schulte-Spechtel et al. aus dem Jahre 2003.
Diese Arbeit umfasst eine ausfihrliche Anleitung zur Synthese des hier verwendeten OspC und liefert eine gute
Literaturibersicht zur Verwendung rekombinanter Antigene in borrelienspezifischen Antikorper-Suchtests
(Schulte-Spechtel et al. 2003). Aufgrund der grofRen Heterogenitét des Borreliose-Erregers in Europa gestaltet
sich die serologische Diagnostik namlich meist als schwierig. Oftmals sind hier klinische Zeichen wegweisend.
Eine recht aktuelle Vorgehensweise findet sich in einem Artikel des Deutschen Arzteblattes aus dem Jahre 2009
(Nau et al. 2009).

® SLM Aminco-Bowman, Rochester, NY, USA

® Pharmacia Biotech, Freiburg, Deutschland

-20-



schliefRen. Anhand der Aminosauresequenz war mit einer Molekilmasse von 21067 Dalton zu
rechnen, die Messung ergab jedoch eine Molekilmasse von 21108 Dalton. Die Differenz von
41 Dalton lief3 sich tber einen 6 x His-Tag am N-terminalen Ende des Proteins erklaren. Sol-
che ,,Anhangsel“ werden oftmals bei der affinitdtschromatographischen Gewinnung rekombi-

nant hergestellter Proteine verwendet.

2.2. Herkunft und Synthese von VIsE

Das VIsE wurde ebenfals im Nationalen Referenzzentrum fur Borrelien hergestellt. Im We-
sentlichen dhnelt der Herstellungsprozess dem bereits in Kapitel 2.1. beschriebenen Verfahren
fir OspC. Auch hier erfolgte die Proteinsynthese in transformierten E. coli-Bakterien (Schul-
te-Spechtel et al. 2003). An dieser Stelle verzichte ich daher auf eine erneute Darlegung der

einzelnen Schritte und verweise auf Kapitel 2.1. sowie die dort bereits zitierte Literatur.

2.3. Die Zdlkulturexperimente mit OspC und VIsE

Bel diesen Experimenten wurden priméare Mikrogliazellen der Maus mit den Oberfl&chenpro-
teinen OspC und VIsE stimuliert. Das dabei von den Zellen freigesetzte Stickstoffmonoxid
(NO) wurde mit einem recht einfachen aber zuverlassigen Verfahren gemessen und zur Beur-
teilung der Immunreaktion herangezogen. Dabel galt: Je mehr Stickstoffmonoxid, desto stér-
ker die Immunreaktion auf das Oberflachenprotein. Genau genommen wurde jedoch nicht die
Konzentration von Stickstoffmonoxid in den Uberstanden der Kulturplatten bestimmt, son-
dern die des nicht so reaktiven und deutlich stabileren Nitrits (NO,). Die Testmethode hierzu
wird in Kapitel 2.3.2. ausfuhrlich erlautert. Nach Abschluss der Messungen wurden die ver-
bliebenen Uberstande bei -80 °C eingefroren.

Bel den Zellkulturexperimenten mit OspC wurden neben Stickstoffmonoxid noch einige wei-
tere Entzindungsparameter bestimmt. Diese werden im Einzelnen ebenfalls in Kapitel 2.3.2.
vorgestellt. Es handelt sich um den Tumornekrosefaktor-o (TNF-a), das Interleukin-6 (IL-6)
sowie die beiden Chemokine CXCL1 und CXCL13.

2.3.1. Zdlkulturmethoden

Préparation: Die Mikrogliazellen wurden aus den Gehirnen von neugeborenen C57BL/6-
Méausen (PO-P3, d.h. 0-3 Tage alter Tiere) gewonnen. Nach sorgfétiger Entfernung der Me-
ningen und mechanischer Auflésung des eigentlichen Hirngewebes wurden die Zellen in Dul-
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becco’s modifiziertem Eagle Basalmedium (DMEM) mit Glutamax 1° firr 10-14 Tage kulti-
viert. In dem Nahrmedium befanden sich aufferdem 10% fetales Kélberserum (FCS) sowie
100 U/ml Penicillin (P) und 100 pg/ml Streptomycin (S). Zwei Gehirne wurden dabel zu-
sammen in einer T75 Kulturflasche™ untergebracht und bei 37°C in einer feuchten Atmos-
phare mit 5% CO, kultiviert. Das Kulturmedium wurde zwei Ma wochentlich gewechselt und
die eigentliche ,, Zellenernte” friihestens nach 10 Tagen eingeleitet (Ebert et al. 2005).
Ernte: Um die ,reifen” Zellen vom Boden der Kulturflasche zu 16sen, wurden die konfluen-
ten Gliakulturen zuerst bel einer Geschwindigkeit von 200x/Minute fir 30 Minuten geschuit-
telt. Danach wurden die Nahrmedien aler Flaschen in Falcon-Rohrchen tberfiihrt und bei
20°C und 250 x G fir 10 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde in einer Neubauer-
Zahlkammer untersucht und in einer Dichte von 75.000 Zellen/Loch auf 96-Loch-
Kulturplatten (englisch: 96-well-plates) verteilt (Ebert et al. 2005). Diese fertigen Platten
wurden nun fir 24 Stunden erneut im Inkubator (37°C, feuchte Atmosphére mit 5% CO,) un-
tergebracht und waren am néchsten Tag bereit fUr den letzten Arbeitsschritt: die Stimulation.
Stimulation: Nachdem die Mikrogliazellen nun genug Zeit hatten, sich an den Wénden der
96-L och-Platte abzusetzen, konnte das alte Nahrmedium entfernt und ein neues zur Stimulati-
on eingeflllt werden. Dieses neue Zellmedium entsprach in seiner Zusammensetzung exakt
dem vorherigen (DMEM mit Glutamax | + FCS + P + S), enthielt jedoch noch zusétzlich 100
U/ml Interferon-y* sowie eines der drei folgenden Antigeneiin einer festen Konzentration:

e OspC: 0.3, 1, 3und 10 pg/ml

e VIsE: 0.001, 0.003, 0.01, 0.03,0.1, 0.3, 1, 3, 10 und 30 pg/ml

e LPS: 1pugml
Das hier verwendete Lipopolysaccharid (LPS) stammt vom Escherichia coli Serotyp
026:B6™. Wie in ahnlichen Versuchen bereits gezeigt werden konnte (Ebert et al. 2005 sowie
Tauber et al. 2009), fihrt LPSim Vergleich zu anderen Toll-like-Rezeptor-Agonisten'* (CpG,
Pneumolysin, Pam3Cys, HKAL) schon in relativ geringen Konzentrationen (1 ug/ml) zu einer
starken Immunantwort der Mikrogliazellen. Aul3erdem ist LPS in der heutigen Forschung als
Standardmittel etabliert, um Immunzellen zu stimulieren und bakterielle Infektionen im Rea-
genzglas zu simulieren (Hanisch 2002). Daher erscheint es sinnvoll, LPS auch in diesem Ver-

such as Referenz fur die Wirkung von OspC und VISE heranzuziehen. Die fertigen Medien

19 Gibco Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

1 Corning Costar GmbH, Wiesbaden, Deutschland

12 Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

13 Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

14 Eine gute, wenn auch mittlerweile etwas veraltete Ubersicht zur Familie der Toll-like-Rezeptoren (TLR) stell-
ten erstmals 2001 Takeda und Akira zusammen (Takeda und Akira 2001).
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wurden schliefdlich auf der 96-Loch-Platte (,, 96-well-plate") gleichmalig verteilt (meistens 4-
6 Locher bzw. ,wells* pro Medium) und beschriftet. Nach genau 48 Stunden erfolgte bei al-
len Platten die NO-Messung.

2.3.2. Messmethoden

I ndirekte Messung von Stickstoffmonoxid (NO) tber Nitrit (NOy): Kommen Mikrogliazel-
len mit Bakterien, Erregerbestandteillen oder — ganz allgemein formuliert — kérperfremden
Antigenen in Kontakt, werden sie aktiviert und [6sen eine Immunreaktion aus. Die Aktivie-
rung der Zellen wurde in dieser Versuchsreihe hauptsachlich Gber die Freisetzung von Stick-
stoffmonoxid gemessen. Dieses Radikal wird von Mikrogliazellen produziert, um fremde
Bakterien und Zellen abzuttten. Es reagiert allerdings in der Anwesenheit von Sauerstoff (O,)
sehr schnell, sodass zum Nachweis der NO-Freisetzung Nitrit, eines der stabilen Reaktions-
produkte von NO, in den Uberstanden der Kulturplatten gemessen wurde. Diese Messung er-
folgte mit Hilfe des Griess-Reagenz. Dazu wurden 50 ul aus dem Uberstand eines Loches mit
50 ul Griess-Reagenz in einer neuen 96-Loch-Kulturplatte vermischt. Das Griess-Reagenz
besteht zu gleichen Anteilen (1:1) aus 1% Sulfanilsaure (in 30-prozentiger Essigsaure) und
0.1% N-(1-Naphthyl)Ethylendiamin (in 60-prozentiger Essigsaure). Die optische Dichte des
Gemischs liefd sich nach 10 Minuten bei 570 nm problemlos mit einem GENios Multiplate
Reader™ messen. Die Nitrit- und somit auch die Stickstoffmonoxid-Konzentrationen in den
einzelnen Lochern der Platte wurden durch direkten Vergleich mit einem Standard ermittelt
(Tauber et a. 2009).

Messung von Zyto- und Chemokinen: ,Microglial cells monitor the well-being of their envi-
ronment” (deutsch: ,, Mikrogliazellen Uberwachen das Wohl ihrer Umgebung*). Mit diesem
einfachen Satz leitete Hanisch seinen Aufsatz ,,Microglia as a Source and Target of Cytoki-
nes' aus dem Jahre 2002 ein (Hanisch 2002, Seite 140). Auch heute noch — ein ganzes Jahr-
zehnt spéter — beschreibt er die wesentliche Funktion von Mikrogliazellen recht gut: namlich
auf Storungen jeglicher Art, seien sie infektidsen, traumatischen oder onkologischen Urs-
prungs zu reagieren und diese Pathologien zu bekampfen. Um diese Kernaufgabe erfillen zu
konnen, bendtigen Mikrogliazellen ein Kommunikationssystem, das es ihnen ermdglicht,
schnell und effizient Befehle zu erhalten sowie weiterzuleiten. Zu diesem Zweck setzen sie
eine Vielzahl unterschiedlicher Zyto- und Chemokine ein. Bis heute ist grofdtenteils ungeklart,
nach welchen Kriterien und in welcher Abfolge diese Signalproteine freigesetzt werden, doch

scheinen einige fur die Aufrechterhaltung und Koordination einer Immunantwort von ent-

%% Tecan, Crailsheim, Deutschland
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scheidender Bedeutung zu sein. Zu diesen wichtigen proinflammatorischen Botenstoffen ge-
héren unter anderem der Tumor-Nekrose-Faktor-oo (TNF-a), einige Mitglieder der Interleu-
kin-1-Familie (,family of IL-1"), das Interleukin-6 (IL-6) und das Interferon-y (INF-y) (Ha
nisch 2002). Auch wurde unter experimentellen Bedingungen gezeigt, dass Mikrogliazellen
bei Kontakt mit bakteriellen Agenzien zur Produktion des Chemokins CXCL1 —friher alsKC
oder in Méausen as GROa. (growth regulated oncogene o) bezeichnet — angeregt werden kon-
nen (Hanisch 2002). Des Weiteren trat das erst 1998 entdeckte CXCL 13 in den letzten Jahren
zunehmend ins Rampenlicht der Infektionsforschung, da eine vermehrte Expression des Che-
mokins bei akuten und chronischen bakteriellen Infektionen beobachtet wurde (Narayan et al.
2005, Vermi et a. 2006, Kahnert et al. 2007, Galamb et al. 2008). Dies war insofern verwun-
derlich, as dass man dem Botenstoff bislang zwar eine nicht zu unterschétzende Rolle bei der
Organisation des Immunsystems zugesprochen hatte’®, diese stand jedoch in keinem direkten
Zusammenhang mit bakteriellen Infektionen (Rupprecht et al. 2009). Eine 2007 erschienene
Arbeit konnte schliefdlich zweifelsfrel zeigen, dass das Protein von enormer Wichtigkeit fir
die Zelbeweglichkeit im Lymphgewebe sowie die ,, Wegfindung® der Lymphozyten ist
(Mueller et al. 2007). Spétestens seit des 2009 erschienenen Aufsatzes einer MUnchener For-
schergruppe kann auch eine Beteiligung am Krankheitsverlauf der akuten Neuroborreliose
nicht mehr abgestritten werden: Hier nimmt CXCL13 offenbar eine ,, SchlUsselrolle* ein, in-
dem es die Einwanderung peripherer B-Zellen in den Liquorraum begunstigt (Rupprecht et al.
2009).

Sicherlich reprasentieren die hier genannten Botenstoffe nur eine kleine Auswahl an Kommu-
nikations- und Effektorsubstanzen, welche Mikrogliazellen bei ihrer Abwehrarbeit unterstit-
zen. FUr den Zellkulturversuch mit dem Borrelienprotein OspC beschrankten wir uns jedoch
auf eine Uberschaubare Anzahl. Unsere Wah! fiel dabel auf TNF-o, IL-6 sowie die beiden
Chemokine CXCL1 (KC) und CXCL13. Die Messung der IL-6-, CXCL1- und CXCL13-
Spiegel wurde mit einem ELISA-Reader durchgefihrt. Fir IL-6 und CXCL1 wurde ein Duo-
Set ELISA Development Kit” verwendet. CXCL13 konnte ebenfalls mit einem kommerziell
erhdltlichen ELISA-Kit'® des gleichen Herstellers ermittelt werden. Zur Bestimmung der

16 Die Hauptfunktion von CXCL 13 sah man urspriinglich im Aufbau, in der Entwicklung sowie in der Organisa-
tion von Lymphgewebe. Mit der Zeit kamen weitere Forschungsergebnisse hinzu, die seinen Aufgabenbereich
immens erweiterten. So gibt es auch Hinweise fir eine Beteiligung des Chemokins bei chronisch entziindlichen
Autoimmunerkrankungen wie der Multiplen Sklerose oder der rheumatoiden Arthritis. Eine gute Ubersicht zum
»Werdegang“ des Proteins lieferte die Arbeitsgruppe um Rupprecht (Rupprecht et a. 2009). Friihere Studien
dieser Forschergruppe konnten auf3erdem zeigen, dass CXCL 13 verstérkt von Monozyten nach Kontakt mit Bor-
reliose-Oberflachenproteinen Uber den Toll-like-Rezeptor 2 (TLR2) freigesetzt wird. Zur Vertiefung in diese
Thematik verweise ich auf ihre 2007 verdffentlichte Arbeit (Rupprecht et al. 2007).

" R& D Systems, Wiesbaden, Deutschland

18 R& D Systems, Wiesbaden, Deutschland
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TNF-a-Konzentrationen wurden Antikérper-Paare von BioLegend™ eingesetzt. Der daraufhin
einsetzende Farbumschlag wurde mit einem Microplate-Reader® bei 450 nm erfasst. Mit Hil-
fe eines MicroBCA-Protein-Assays®! wurde zum Schluss der Gesamtproteingehalt bestimmit.
Kontrollgruppen: Neben den drel stimulierten Mikroglia-Gruppen (LPS, OspC und VISE)
gab es eine Kontrollgruppe (englisch: control), welche nur DMEM mit Glutamax | und Inter-
feron-y enthielt. In diesen nicht mit Bakterienbestandteilen stimulierten Proben lief3en sich nur
sehr geringe Mengen NO nachweisen®.

Zugabe von Interferon-y. Alle N&hrmedien enthielten 100 U/ml Interferon-y (INF-y). Diese
Substanz — oftmals auch als ,, Immun-Interferon” bezeichnet — spielt bei der Aktivierung von
Mikrogliazellen eine entscheidende Rolle. So reguliert das Protein beispielsweise die Expres-
sion vieler wichtiger Zelloberflachenmolekile, die fur eine Steuerung der Immunantwort es-
sentiell sind (wie den LPS-Rezeptor CD-14 oder die MHC-Klasse-1/I1-Komplexe). Aul3erdem
sorgt IFN-y fur eine verstarkte Freisetzung wichtiger proinflammatorischer Zytokine (Tumor-
Nekrosis-Faktor-o, Interleukin-1, Interleukin-6) sowie grof3erer Mengen Stickstoffmonoxid
(NO) (Ebert et al. 2005).

Unter physiologischen Bedingungen sind im menschlichen Gehirn nur sehr geringe Mengen
IFN-y nachweisbar. Bei entziindlichen Prozessen — zum Beispiel hervorgerufen durch Be-
standteile von Borrelia burgdorferi — wird der Signalstoff hauptsachlich von infiltrierenden
Leukozyten produziert (Hanisch 2002). Die Konzentrationen im zentralen Nervensystem
(ZNS) steigen daraufhin an. Um diesen Anstieg auch in vitro zu simulieren, wurde den Nahr-
medien 100 U/ml INF-y beigemischt (Ebert et al. 2005).

Zugabe von Polymyxin B: Ein hdufiges Problem bei der Arbeit mit rekombinanten Proteinen
— insbesondere mit jenen, die in gramnegativen Bakterien hergestellt wurden — stellt die Kon-
tamination mit LPS dar (Cardoso et a. 2007). Lipopolysaccharide (LPS) sind einerseits cha-
rakteristische Bausteine der Zellwande gramnegativer Bakterien und gehtren andererseits zur
Strukturgruppe der Pathogen assoziierten M olekular-Profile (englisch: pathogen-associated
molecular patterns, PAMPs). Diese Molekilgruppe bindet an eine Vielzahl unterschiedlicher
Rezeptoren (LPS binding protein, CD-14, TLR-4 usw.), was zu einer komplexen Immunant-
wort und zur Ausschittung diverser proinflammatorischer Zytokine (TNF-a, Interleukin-1,
Interleukin-6) fuhrt. Da bereits niedrige Dosen an LPS eine sehr starke Immunreaktion ausl 6-
sen konnen, empfiehlt es sich, vor der Verwendung rekombinanter Proteine stets eine Verun-

¥ Biozol, Miinchen, Deutschland
2 Bjo-Rad, Miinchen, Deutschland
2 pierce, Rockford, IL, USA

2 gGiehe hierfir Kapitel 3.
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reinigung mit LPS auszuschlief3en (Cardoso et a. 2007). Dies trifft auch auf die hier verwen-
deten Borrelienbestandteile VISE und OspC zu — diese wurden schlief3dlich im gramnegativen
E. coli synthetisiert (vgl. Kapitel 2.1. und 2.2.).

Bel der Substanz Polymyxin B (PMB) handelt es sich um eln nattrlich vorkommendes Anti-
biotikum, das an den Lipid-A-Teil von LPS bindet und bereits in geringen Mengen dessen en-
dotoxische Aktivitét blockiert. In die Halfte unserer Proben wurde daher zusétzlich 10 ug/mi
Polymyxin B? gegeben. Durch den direkten Vergleich der mit und ohne PMB behandelten
Gruppen kann so auf eine mogliche Verunreinigung geschlossen werden.

Nachweis lebender Mikrogliazellen: Um eine Toxizitdt der Borrelienbestandteile auf die
Mikrogliakulturen auszuschlie®en, wurde der WST-1-Test** zur Bestimmung der ZelIprolife-
ration und Lebensfahigkeit durchgefihrt. Dieses recht einfache Verfahren beruht auf der en-
zymatischen Spaltung des farblosen Tetrazoliumsalzes WST-1 in das |6sliche Formazan. Die-
se Reaktion kann nur von speziellen mitochondrialen Dehydrogenasen in lebenden Zellen ka-
talysiert werden. Der dabel einsetzende Farbumschlag (von farblos nach rot) wird photomet-
risch bei 490 nm mittels eines Microplate-Readers (in diesem Fal ein GENios Multiplate
Reader®) gemessen. Die Absorption nimmt hierbei mit der Anzahl der metabolisch aktiven
Zellen zu. Desto groRRer also die Absorption, desto grof3er ist der enzymatische Umsatz und
desto mehr Iebende Zellen betreiben einen regelhaften Stoffwechsel (Ebert et a. 2005). Um
den Test durchzufiihren, wurde das erworbene WST-1-Reagenz den Zellen hinzugefugt und
die Kulturplatte fur vier Stunden bel 37 °C und 5% CO, inkubiert. Die Messung mit dem
Microplate-Reader erfolgte direkt im Anschluss.

2.4. Das Tierexperiment mit OspC

Dieses Experiment hatte das Ziel, eine kontinuierliche, 28 Tage andauernde Exposition des
zentralen Nervensystems (ZNS) mit dem Oberflachenprotein C (OspC) von Borrelia burg-
dorferi zu simulieren. Dazu wurde alen Tieren am Tag 0 eine Infusionskantile in den rechten
Seitenventrikel implantiert. Dieses Infusionssystem wurde mit einer osmotischen Minipumpe
auf dem Rucken der Tiere verbunden, welche nun kontinuierlich Uber 28 Tage entweder
OspC oder eine Pufferlésung in den ventrikuléren Liquor abgeben konnte (im Detail wird das
Pumpensystem und das Operationsverfahren in Kapitel 2.4.2. beschrieben).

% gigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
24 Roche Applied Science, Mannheim, Deutschland
% Tecan, Crailsheim, Deutschland
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Rotarod

Dauerinfusion definierter Bestandteile von Borrelia burgdorferi
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- Talg 1234 i (Wasserlabyrinth:
Tag12 (Wasserlabyrinth: _versetzte

(Wasserlabyrinth: Lgleiche Plattform®) Plattform®)
,gleiche Plattform*)

(Wasserlabyrinth:
Training)

Abbildung 3: Zeitlicher Ablauf der 28-tagigen intraventrikuléren Applikation von OspC im Tierexperiment.

Die Abbildung 3 verdeutlicht den zeitlichen Ablauf des Versuches. Wie bereits erwéhnt, ist
hier der Operationstag als Tag O definiert. Drel Tage vor der Operation (Tag -3 bis -1) wurde
mit dem Training der Tiere begonnen. Das Training beinhaltete die drei Testverfahren (Seil-
test, Rotarod, Morris-Wasserlabyrinth), welche auch im Verlauf der 28 Tage zur Uberprifung
der motorischen und neuropsychologischen Leistungsfahigkeit der Tiere eingesetzt wurden.
Mit dem Training verfolgt man im Prinzip zwei Ziele: Einerseits soll hierdurch gezeigt wer-
den, dass die Versuchstiere zu Beginn des Experimentes gesund und in ihrer Leistungsfahig-
keit nicht eingeschrankt sind. Zum anderen sollen die Tiere auf die bevorstehenden Aufgaben
vorbereitet werden und sich an den Ablauf gewohnen. In dieser Versuchskonstellation wissen
die Mause aso bereits vor dem eigentlichen Versuchsbeginn an Tag O Uber die Position der
versteckten Plattform Bescheid. Durch eine Wiederholung der exakt gleichen Laufe an Tag 12
und 24 ist daher eine Einschétzung der Gedachtnisleistung der Tiere moglich?.

% Auch wenn der Aufbau des Morris-Wasserlabyrinthes (, Morris-Watermaze* im Englischen, abgekiirzt MWM)
ausfuihrlich in Kapitel 2.4.4. beschrieben wird, mochte ich doch bereits an dieser Stelle auf die umfangreiche Li-
teratur zu diesem Thema verweisen. Die klassische ,,Urform” des Wasserlabyrinthes beschrieb Richard Morris
namlich in seiner 1981 erschienenen Arbeit: , Spatial localization does not require the presence of local cues*
(Morris 1981). Darauf aufbauend entwickelte er im Laufe der Jahre ein ,, Grundkonzept”, um die réaumliche
Orientierung und spéter auch die Lernfahigkeit von Ratten in seinen Versuchen bewerten zu kénnen. Dieses
»Grundkonzept* von Morris wurde in unserem Tierversuch beibehalten (Morris 1984). Mittlerweile gibt es al-
lerdings auch zahireiche weitere Publikationen zu dem Thema und unzédhlige Varianten dieses klassischen
MWM wurden entwickelt. Einen interessanten und recht aktuellen Uberblick lieferten 2006 Vorhees und Wil-
liams (Vorhees und Williams 2006).
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Nach Training und erfolgreicher Operation begann ab Tag 1 die eigentliche Versuchsphase:
Dreimal pro Woche wurden die Tiere gewogen, mittels Rotarod und Seiltest ihre motorischen
Fahigkeiten Uberprift sowie anhand eines klinischen Scores der Gesundheitszustand der Tiere
eingeschétzt. Zusétzlich wurde an den Tagen 12 und 24 ein mit dem Training identischer
Wasserlabyrinth-Test durchgefuhrt. Drei Tage vor Ende des Versuches (Tag 25, 26, 27) wur-
de das Morris-Wasserlabyrinth mit einer um 180° versetzten Plattform wiederholt. Am Tag
28 galt der Versuch als beendet und das Tier wurde getttet.

Aus organisatorischen Grinden war es nicht moglich, mehr als 3 Tiere pro Tag zu operieren.
Daher wurden die Méuse in Kleingruppen von 2-3 Tieren zusammengefasst und im Abstand
von ein paar Tagen trainiert und operiert. Somit erstreckte sich das ganze Experiment auf ei-

nen Zeitraum von 2 Monaten, bis ale Tiere den 28-Tage-Rhythmus durchlaufen hatten.

2.4.1. DieVersuchstiere

Fur die 28-tégige intraventrikulére Infusion wurde eine Gruppe von 20 mannlichen Mausen
mit dem genetischen Hintergrund C57BL/6 ausgewdhlt. Diese eignen sich gut fir das Morris-
Wasserlabyrinth-Testverfahren, da unter C57BL/6-Mausen im Vergleich zu anderen Stammen
relativ wenige , non-performer“ oder ,, floater?’ beobachtet werden (Vorhees und Williams
2006).

Alle Mé&use wogen zu Beginn des Trainingsprogramms (also drei Tage vor der Implantation
der osmotischen Pumpe) zwischen 17,2 — 27,9 g® und waren 6 — 8 Wochen alt. Nahrung und
Wasser wurde den Tieren in ausreichender Menge zur frelen Verfligung gestellt. Zu Anfang
waren ale 20 Versuchstiere in einem grof3en Gemeinschaftskafig untergebracht. Nach ihrem
ersten Einsatz im Seiltest, Rotarod und Morris-Wasserlabyrinth wurden die Tieren in Einzel-
kéfige versetzt. Die Temperatur im Versuchsraum betrug konstant 20°C bei einer relativen
Luftfeuchtigkeit von 55%. Auf die Einhaltung eines Tag-/Nachtzyklus wurde ebenfalls geach-
tet.

Aufgrund der Erfahrungen von Simone Tauber in einem dhnlichen Experiment (Tauber et al.
2009) und aufgrund der relativ geringen Konzentration, mit welcher der Erregerbestandteil in
den rechten Seitenventrikel appliziert wurde, konnte nicht von einer gravierenden Beeintréch-
tigung der Méause wahrend der 28 Tage (Entwicklung eines akuten Krankheitsbildes, starke
Schmerzen, Tod) ausgegangen werden. Entwickelte ein Tier entgegen dieser Einschéatzung je-

doch deutliche Krankheitssymptome, galten die folgenden Abbruchkriterien:

% Eine genauere Erklarung dieser beiden Begriffe und eine Erlauterung der Problematik erfolgt in Kapitel 2.4.4.
% Hierzu mehr in Kapitel 3.2.1. (Abbildung 12).
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e Be enem Gewichtsverlust von mehr as 15% des Ausgangswertes (das Gewicht ge-
messen drel Tage vor der Pumpenimplantation) wurde der Versuch abgebrochen und
dasjewellige Tier getotet.

e Be fehlender motorischer Aktivitat oder gar bel volligem Verlust der Gehfahigkeit
wurde das Tier ebenfalls getttet.

Diesen Tierversuch genehmigte die Tierschutzkommission der Medizinischen Fakultét der

Universitdtsmedizin Gottingen sowie die Bezirksregierung Braunschweig, Niedersachsen.

2.4.2. Das Operationsverfahren und das Pumpensystem

Am Tag 0 wurde jedem Tier das Infusionssystem (Brain Infusion Kit [1%°) in einer ca. 40 — 50
Minuten dauernden Operation implantiert. Um der Maus nach Moglichkeit Schmerzen und
Leid zu ersparen, erfolgte zuvor eine tiefe Anasthesie mit 7%igem Chlorahydrat®. Eine in-
traperitoneale Applikation von 150 ul war fur diesen Zweck ausreichend. Daraufhin wurde
das Tier in einem speziellen stereotaktischen Rahmen fiir Mause™ positioniert, welcher dem
Operateur einen zielgenauen Eingriff unter Navigation ermdglichte. Zuvor erfolgte eine
grundliche Rasur und Desinfektion von Ricken (3 mm kaudal des Schulterblattes) sowie
Kopf des Tieres. Eine mittelliniennahe Inzision der Haut am Ruicken legte schliefdich das
subkutane Bindegewebe frei. Durch leichtes Aufspreizen des Gewebes bildete sich eine kleine
Tasche, in welcher die osmotische Pumpe® beguem zwischen den Schulterbléttern platziert
werden konnte. In einem néchsten Schritt erfolgte ein ca. 2 cm langer Schnitt entlang der
Kopfhaut von Ohr zu Ohr. Das periostale Bindegewebe wurde entfernt, der nun freigelegte
Schadelknochen erneut desinfiziert und entsprechend der stereotaktischen Koordinaten —
namlich 0.096 mm mediolateral und -0.022 mm dorsolateral in Bezug auf das Bregma
(Schnittpunkt von Pfeilnaht und Kranznaht) — ein kleines Loch durch den Schadelknochen
gebohrt. Dieses Loch war gerade groR genug, um die Infusionskaniile®® (Durchmesser von ei-
nem Millimeter) hindurch zu lassen. Unter stereotaktischer Fuhrung konnte diese Kaniile nun
in den rechten Seitenventrikel vorgeschoben und mittels Platzhalterpléttchen fixiert werden.
Als néchstes wurde ein Verbindungskatheter von der osmotischen Pumpe am Ruicken bis zur
Implantationsstelle durch das subkutane Hautgewebe geftihrt und mit der Kanile verbunden.
Zur endgultigen und sicheren Positionierung der bisin den Ventrikelraum reichenden Kanule
wurde das Bohrloch mit Zahnzement tberdeckt (Tauber et a. 2009).

2 Alzet, Cupertino, CA, USA

% gigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

% Stoelting, Wood Dale, IL, USA

% pumpen-Modell 2004; Alzet, Cupertino, CA, USA
3 Alzet, Cupertino, CA, USA
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Die implantierten Mini-Pumpen waren entweder mit OspC (10 Tiere, OspC-Gruppe) — gel Ost
in 25 mM Tris, 0.1% TritonX und 2 nM DTT — oder mit der Tris-Pufferlésung (10 Tiere,
Kontrollgruppe) ohne das Oberfl&chenprotein gefillt. Durch das Pumpensystem wurde der
OspC-Gruppe eine tagliche Dosis von 5 pg in den Ventrikelraum appliziert. Diese Menge
wurde aufgrund physiologischer Daten gewahlt**. Die Infusion erhielten beide Gruppen fiir
genau 28 Tage (wiein Abbildung 1 ersichtlich).

An dieser Stelle sollte bereits folgendes Erwadhnung finden: Urspriinglich waren der Kontroll-
gruppe 10 Méuse zugeteilt. Eine davon verstarb aufgrund von Komplikationen wahrend der
Operation. Die andere musste sechs Tage nach Implantation der Pumpe getotet werden, dasie
stark an Gewicht verloren hatte (sie hierzu die Abbruchkriterien in Kapitel 2.4.1.) und sich in
einem schlechten Allgemeinzustand (kein Seiltest mehr moglich, kaum gehféhig und deutlich
lethargisches Erscheinungsbild) befand. Beide Tiere konnten daher nicht in die statistische
Auswertung der Versuche aufgenommen werden. Auch die vorliegenden Ergebnisse aus ihren
Trainingslaufen (Tag -3 bis -1) wurden nicht weiter berticksichtigt und aus der Wertung ge-
nommen.

Alle Operationen wurden unter der Leitung von Frau Simone Tauber und unter der Assistenz
von Frau Sandra Ribes oder meiner Person durchgefihrt.

2.4.3. Motorische Testverfahren

Seiltest: Im Prinzip ist der Seiltest ein sehr einfaches Verfahren, das bereits vor tber 30 Jah-
ren von Jaime Miquel und Margarita Blasco zur Evaluation der Altersentwicklung von Mé&u-
sen verwendet wurde (Miquel und Blaso 1978). An dem grundlegenden Versuchsaufbau hat
sich auch heute nichts gedndert: Ein 60 cm langes und ungefaéhr 1 mm dickes Seil wird zwi-
schen zwel Stangen (in unserem Fall Chemiestander) in einer Hohe von ca. 40 cm befestigt.
Darunter befindet sich ein mit Holzspanen und Stoffdecken ausgekleideter Kasten. Das Seil
endet jeweils Uber einer kleinen Plattform an der Stange. Die Maus wird nun am Schwanzen-
de gepackt, hochgehoben und mit den Vorderpfoten voran in die Mitte des Seiles gesetzt.
Jungen, gesunden Tieren gelingt esin der Regel sofort, die Hinterldufe hochzuziehen und sich
in einer , schlangenartigen“ Bewegung unter Zuhilfenahme des Schwanzes am Sell entlang bis
auf eine der beiden Plattformen zu bewegen (Miquel und Blaso 1978). Dabel spielt es keine
Rolle, fur welche der beiden Plattformen sich das Tier entscheidet. Die Zeit bis zum Erreichen
der Plattform wird gemessen und anhand einer Bewertungsskala in Punkte umgerechnet
(Wellmer et al. 2000). Wird die Plattform beispielsweise in weniger als 6 Sekunden erreicht,

# Hierzu mehr in Kapitel 4.2.
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so ergibt das 0 Punkte. Braucht die Maus langer, so wird ihr fir je 6 zusétzliche Sekunden ein
Punkt zugeordnet. Schafft die Maus es nicht, das Ziel innerhalb von 60 Sekunden zu erreichen
und hangt sie weiterhin am Seil, erhdlt sie 10 Punkte. Kann sich die Maus nicht am Seil hal-
ten, wird dies ebenfalls mit 10 Punkten fir das Nicht-Erreichen der Plattform bewertet; einen
zusétzlichen Punkt bekommt sie fir je 6 Sekunden, die sie vor Ablauf der 60 Sekunden herun-
terfallt. Allesin alem ergibt sich daraus die folgende Tabelle (Tauber et al. 2005):

Maus erreicht eine der beiden Plattformen Maus erreicht keine Plattform innerhalb von
innerhalb von 60 Sekunden: 60 Sekunden:
benttigte Zeit bis zum Erreichen Punkte | Zeit, welche die Maus am Sell Punkte
der Plattform [Sekunden] hangt [ Sekunden]
weniger als 6 0 mehr al's 60 10
6 bis 12 1 54 bis 60 11
13 bis 18 2 48 bis 53 12
19 bis 24 3 42 bis 47 13
25 bis 30 4 36 bis41 14
31 bis 36 5 30 bis 35 15
37 bis42 6 24 bis 29 16
43 bis 48 7 18 bis 23 17
49 his 54 8 12 bis 17 18
55 bis 60 9 6 bis1l 19
weniger als 6 20

Tabelle 1: Punktevergabe beim Seiltest.

Auf dieser Bewertungsbasis kann jedes Tier O bis 20 Punkte pro Versuch erreichen. Es sei an
dieser Stelle noch einmal betont, dass eine hohe Punktzahl fir ein schlechtes Ergebnis im
Seiltest steht®™. Nicht unerwahnt sollte auch bleiben, dass der oben aufgefiihrte, gepolsterte
Kasten dem Schutz der Tiere bei einem Fall vom Seil dient.

Insgesamt durchlief jedes Tier den Selltest 15-mal: zwel Versuche je Trainingstag (Tag -3 bis
-1) vor der Pumpenimplantation und noch mal drel Versuche pro Woche wahrend der Infusi-
on. In der letzten Woche wurde sowohl auf den Rotarod als auch auf den Seiltest verzichtet,
um die Tiere nicht noch zusétzlich zu den zahlreichen Morris-Wasserlabyrinth-Laufen mit
versetzter Plattform zu belasten®.

Rotarod: Dieses Testverfahren dient — @hnlich wie der Seiltest — der Uberpriifung der motori-
schen Koordination und Beweglichkeit der Tiere. Hierzu missen die Mause auf einer rotie-

renden Walze®” (Englisch: rotarod treadmill) laufen und diirfen nicht herunterfallen. Dabei

% Dje statistische Auswertung erfolgt in Kapitel 3.

% Hierzu mehr in Kapitel 2.4.4. In den letzten drei Tagen vor der Tétung (Tag 25 bis 27) musste jedes Tier pro
Tag sechs Laufe im Labyrinth absolvieren; insgesamt also 18 Laufein drei Tagen (wiein der Trainingsphase).

3" Neuroscience Inc., Tokyo, Japan
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dreht sich die Walze zu Anfang recht langsam. Im Verlauf des insgesamt funf Minuten
dauernden Testes beschleunigt die Walze allerdings konstant von 4 auf 40 Umdrehungen pro
Minute. Die Zeit, welche sich das Tier auf der Walze halten kann, wird automatisch registriert
und in Sekunden festgehalten. Damit kann pro Lauf ein Testergebnis von O [Sekunden] bis
300 [Sekunden] erreicht werden (Tauber et a. 2009).

Urspruinglich sah die Versuchsplanung vor, den Rotarod-Test 1-mal pro Tag vor der Pumpen-
implantation und dann 3-mal pro Woche bis zum Beginn der finaen Wasserlabyrinth-
Testphase durchzufiihren. Aufgrund der grof3en Unterschiede zwischen den einzelnen Trai-
ningslaufen — auch bei ein und derselben Maus — sahen wir uns jedoch gezwungen, den Ver-
suchsablauf leicht abzuéndern. So schaffte es beispielsweise eine der Méause beim ersten Lauf
128 Sekunden auf der Walze zu bleiben, beim zweiten Lauf 79 Sekunden und beim dritten
Lauf dann 300 Sekunden (also die maximal mdgliche Zeit). Da diese grol3e Spannbreite leider
kein Einzelfall war, wurden die Tiere in der Trainingsphase schliefdlich 3-mal téglich auf die
Walze gesetzt. Im Gesamtergebnis ist eine deutliche Lernleistung und ein Trainingseffekt im
Rotarod (vor allem in den ersten drei Tagen) erkennbar®.

Wahrend der 28-tagigen Infusion beschrankten wir uns also — wie bereits mehrfach erwahnt —
auf drei Rotarod-L&ufe pro Woche, wobei wiederum (wie beim Seiltest) in der letzten Woche
vor der Totung auf diese Testmethode verzichtet wurde. Damit sollte die physische und psy-

chische Belastung der Tiere mit implantierter Pumpe mdglichst gering gehalten werden.

2.4.4. Neuropsychologische Testverfahren

An dem ursprunglichen Versuchsaufbau — wie ihn Richard Morris in seiner 1984 erschiene-
nen Publikation ,, Developments of a water-maze procedure for studying spatial learning in the
rat“ beschreibt — hat sich auch heute, gut 25 Jahre spéter, im Wesentlichen nichts gedndert:
Ein grof3es, rundes Becken (104 cm im Durchmesser, 60 cm in der Hohe) wird bis zu einer
Hohe von 17,5 cm mit Wasser gefillt. Innerhalb des Beckens befindet sich ca. 1 cm unter der
Wasseroberflache eine durchsichtige Plattform (10 cm im Durchmesser). An der Decke ist ei-
ne Kamera angebracht, welche Uber ein Kabel mit einem Computer verbunden ist, der sich —
durch einen welif3en Sichtschirm vom Wasserbecken getrennt — in der anderen Ecke des Rau-
mes befindet. Die Kamera hat volle Einsicht in den gesamten Versuchsbereich und zeichnet
alle Bewegungen im Wasserbecken mit einem speziellen Progranm™, Videomot 2.0, auf.
Durch den Sichtschirm kann der Versuchdeiter wahrend der Aufzeichnungen die Kamera

vom Computer aus bedienen, ohne dass die Maus ihn sieht und dadurch von ihrem eigentli-

* Dies zeigt die statistische Auswertung in Kapitel 3 deutlich. Vgl. hierzu auch Kapitel 3.2.4.
¥ TSE Systems, Bad Homburg, Deutschland
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chen Ziel abgelenkt wird. Die Aufgabe besteht beim Morris-Wasserlabyrinth namlich darin,
dass das Versuchstier unter Zuhilfenahme externer visueller Reize die versteckte Plattform im
Wasser findet. Das Becken selbst ist einheitlich welld gefarbt, kreisrund und bietet keinerlei
Orientierungspunkte fur das Nagetier. Selbst die durchsichtige Plattform ist nur schwer unter
der Wasseroberflache zu erkennen. Daher sind die Tiere zur Navigation auf Reize aul3erhalb
des Labyrinths angewiesen. Indem die Laufe mehrfach wiederholt, die Plattformpositionen
verédndert oder die Tiere einfach an unterschiedlichen Stellen ins Becken gesetzt werden, kon-
nen mit diesem Test vor allem das réumliche Denkvermégen und die Merk- bzw. Lernféhig-
keit der Tiere kontrolliert werden (V orhees und Williams 2006).

Zur Schaffung optimaler Versuchsbedingungen war es essentiell, mehrere farbige Poster als
Bezugspunkte an den Wanden des Versuchsraumes zu platzieren. Diese ermdglichten den
Tieren eine Orientierung im Wasserlabyrinth. Die gesamte Raumkonfiguration (Anordnung
der Mdbel, der Tierkafige, des Rotarods, der eben erwahnten Poster, etc.) blieb wahrend aller
Versuche und Uber die 28 Tage absolut identisch. Ebenso betrug die Wassertemperatur stets
konstante 20-22 °C. All diese kleinen, scheinbar unwichtigen Details im Versuchsaufbau sind
fur eine korrekte Datenerhebung extrem wichtig. Kleine Abweichungen, wie zum Beispiel
Unebenheiten im Becken, kénnen die Messergebnisse verfadschen, da sich die Tiere dann an
lokalen Punkten orientieren. Da zahlreiche Varianten im Versuchsaufbau und in der Abfolge
von Trainings- und Messphasen bekannt sind, méchte ich mich im Folgenden auf die in die-
sem Experiment angewandten Methoden beschréanken™.

Die Abbildung 3 in Kapitel 2.4. liefert einen guten Uberblick zum Versuchsablauf: Die Trai-
ningsphase (Tag -3 bis -1 vor der OP) beinhaltete pro Tag sechs Laufe im Labyrinth — womit
wir auf insgesamt 18 Laufe kamen. Drei der sechs Laufe wurden immer am Morgen, die an-
deren drei am Nachmittag und alle stets zur selben Tageszeit durchgefihrt. Die Rotarod- und
Seiltestversuche fanden immer morgens vor dem ersten Lauf im Wasserlabyrinth statt. Dieser
Lernabschnitt wird in der Literatur as,, spatial acquisition* — frei Ubersetzt ,,raumliche Aneig-
nung“ oder ,, Raumerfassung* — bezeichnet (Vorhees und Williams 2006). An den Tagen 12
und 24 wurde dann mit jeweils drel Kontrolll&ufen das Erinnerungsvermégen der Méuse ge-
testet. In diesen beiden Versuchsphasen (Trainingsl&ufe und Kontrolllaufe) wurde die Position

“'\/orhees und Williams haben sich in ihrem 2006 verdffentlichten Aufsatz , Morris water maze: procedures for
assessing spatia and related forms of learning and memory” ausfihrlich mit der optimalen Versuchskonfigurati-
on eines Morris-Wasserlabyrinthes auseinandergesetzt und fiihren noch viele weitere Punkte an, die bel der
Durchfiihrung berticksichtigt werden miissen (Quadrantenunterteilung, Ermittlung der optimalen Startpositionen,
genetischer Hintergrund der Tiere, Beckenfarbe und Plattformfarbe, etc.). Zusétzlich liefert der Aufsatz einen
hervorragenden Uberblick zu den verschieden Varianten des MWM und welche Hirnfunktionen damit am besten
untersucht werden kénnen (Unterscheidungslernen, raumliches Lernen, Merkfahigkeit) (Vorhees und Williams
2006). Alle Details im Einzelnen aufzulisten, wiirde den Rahmen dieser Arbeit sprengen.
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der Plattform nicht veréndert und auch die Mause wurden immer am selben Ort ins Wasser
gelassen.

Nach fast vier Wochen intraventrikulérer Infusion mussten sich die Tiere dann ab Tag 25 ei-
ner neuen Herausforderung stellen: Die Plattform wurde um 180° zur urspriinglichen Position
versetzt. Dabel sollte — @nlich wie in der Trainingsphase — die Lernfahigkeit der Mause Uber
drei Tage anhand von 18 Laufen getestet werden. (,, spatial reversal”, frel Ubersetzt: , Raum-
umkehrung”). Nach Abschluss dieser Testphase wurden die Tiere am Tag 28 getttet.

Jeder Lauf im Morris-Wasserlabyrinth hatte in dieser Versuchskonstellation ein Zeitfenster
von 90 Sekunden, in welchem es die Maus schaffen sollte, die versteckte Plattform zu finden.
Gelang dies nicht, wurde die Zeit mit 91 Sekunden bewertet und das Tier fur 15 Sekunden auf
die Plattform in das Becken gesetzt (Vorhees und Williams 2006). Neben der benétigten Zeit
wurden auflerdem noch die zuriickgelegte Schwimmstrecke sowie die Durchschnittsge-
schwindigkeit von der Kamera aufgezeichnet. Die statistische Auswertung des Versuchs stitzt
sich daher auf die drei Parameter Strecke, Geschwindigkeit und Latenz (verstrichene Zeit bis
zum Erreichen der Plattform). Aufgrund der grof3en Unterschiede zwischen den einzelnen
Wasserlabyrinth-Laufen — ein &hnliches Problem wie beim Roatord-Test — war es erforder-
lich, den Median dreier aufeinander folgender Laufe eines Tieres zur Auswertung heranzuzie-
hen (Wellmer et al. 2000)**.

Well es dem nattrlichen Instinkt der Tiere entspricht, dem Wasser mdéglichst schnell zu ent-
kommen (Morris 1984), gibt es beim Morris-Wasserlabyrinth im Vergleich zu anderen Expe-
rimenten nur einen sehr geringen Antell sogenannter ,, non-performer* oder ,floater”. Diese
Tiere zeigen keinerlel Schwimmbewegungen und versuchen auch nicht, die Plattform zu fin-
den oder dem Wasser zu entkommen. Sie lassen sich ganz einfach auf der Wasseroberfléche
treiben (englisch: (to) float). Es gibt verschiedene wissenschaftliche Ansétze, wie in diesen
Situationen am besten zu verfahren ist (Anstol3en des Tieres, Erzeugen eines lauten Knalls,
etc.). Eine einfache Losung, die keinerlei Interaktionen seitens des Versuchdeiters vorsieht,
schlagen Vorhees und Williams vor: Dabel wird die Maus bis zum Ablauf der 90 Sekunden
im Becken treiben gelassen. Nach insgesamt vier erfolglosen Léaufen an zwel aufeinander fol-
genden Tagen wird die Maus von dem Experiment ausgeschlossen (Vorhees und Williams
2006). Dieses Problem trat bei einem Tier der Kontrollgruppe wahrend der Trainingsphase

auf. Trotz viermaliger Wiederholung des Morris-Wasserlabyrinths zeigte es keinerlel Ans-

“! Bei den Trainingslufen sowie den L&ufen mit versetzter Plattform wurde stets der Median dreier aufeinander-
folgender Laufe errechnet. Dies wird beim Betrachten der Abbildungen 15 bis 17 und 21 bis 23 ersichtlich. Die
sechs Kontrolllaufe wurden jedoch nicht zu zwel Medianen zusammengefasst, da fur den zweiseitigen U-Test
von Mann-Whitney mehr als zwei Werte pro Gruppe erforderlich sind. Hier wurde jeder einzelne Lauf in den
Abbildungen 18 bis 20 dargestellt.
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trengungen, die versteckte Plattform zu finden. Als Ersatz (und um einen Datensatz von in-
sgesamt 20 Tieren zu erhalten) wurde daher kurzfristig (und einen Tag hinter der reguléaren
Gruppe) eine weitere Maus in das Training mit aufgenommen, die dann im Endergebnis aler-
dings nur 12 Trainingsléufe absolvieren konnte, da wir aus organisatorischen Grinden (die
néchste Gruppe war bereitsin der Vorbereitung) den reguldren Operationstermin am Tag O fir

diese Gruppe einhalten mussten. Eine Operation einen Tag spéter war leider nicht moglich.

2.4.5. Gewebeverarbeitung

Nach Ablauf der 27 Versuchstage wurde jedes Tier an Tag 28 durch cervikale Dislokation ge-
totet. Die Totung erfolgte in tiefer Anasthesie und unter standiger Perfusion mit 4%iger For-
malin-L6ésung, um das Gewebe zu fixieren. Mit herkdmmlichem Pr8parationsbesteck (Schere,
Skalpell, Pinzette) wurde das Gehirn daraufhin sorgféltig aus der Schadelgrube entfernt. Ein
kleiner Teil des rechten Frontallappens sowie das Kleinhirn wurden direkt nach der Entnahme
vom restlichen Organ abgetrennt und fir die spéter stattfindende Messung von Entziindungs-
parametern bei -80°C eingefroren®?. Der restliche Teil des Grorhirns wurde auf die Paraffin-
einbettung vorbereitet: Hierzu wurde zunéchst die Fixierungsflissigkeit (Formalin) ausgewa
schen. Im Anschluss konnte das Gewebe mit einer aufsteigenden Alkoholreihe® (50%, 70%,
90%, 100%) entwassert und schliefdlich der Alkohol mittels Xylol wieder entfernt werden.
Das vollstandig entwésserte Gewebe wurde nun fur 16 — 24 Stunden in einen Einbettautoma-
ten gegeben. Am nachsten Tag wurde das paraffinierte Hirngewebe in einem Ausgief3apparat
mit fllissigem, ca. 58°C heil3en Paraffin Gbergossen und somit zu einem soliden Paraffinblock
verarbeitet. Aus den abgekuhlten Paraffinbl6cken wurden mit eéinem Mikrotom 1 um dicke
Schnitte fur die Immunhistochemie (siehe Kapitel 2.4.6.) sowie 2 um dicke Schnitte fir das
in-situ-tailing (siehe Kapitel 2.4.7.) gefertigt.

2.4.6. Immunhistochemie

Auf den nun folgenden Seiten werden die einzelnen Schritte zur Herstellung der immunhisto-
chemischen Préparate beschrieben.

1. Entparaffinierung: Vor der Weiterverarbeitung missen alle Gewebeschnitte vollstandig
vom Paraffin befreit und rehydriert werden (Mulisch und Welsch 2010). Wird dieser Schritt
nicht sorgfaltig durchgefihrt (ratsam ist regelméfdiges Erneuern der Entparaffinierungsl 6sung)
konnen spéter unspezifische Hintergrundférbungen die Qualitét des Préparates deutlich be-

“2 Siehe hierfirr Kapitel 2.4.10.
3 Bei einer aufsteigenden/absteigenden Alkoholreihe wird der Alkohol schrittweise mit destilliertem Wasser
(Aquadest.) verdinnt, z.B. bei 50% Alkohol: 1 Teil 100% Alk. + 1 Teil Aquadest.
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eintrachtigen (Atwood 2003). Die Entparaffinierung erfolgte in Xylol- und Alkoholb&dern. In
einer absteigenden Alkoholreihe (Xylol, Xylol / Isopropanol, Isopropanol 100%, 90%, 70%,
50%) wurde das Paraffin aus den Schnitten entfernt und diese zum Schluss grindlich mit des-
tilliertem Wasser gesplllt.

2. Antigendemaskierung: , Formalinfixiertes und paraffineingebettetes (FFPE) Gewebe ist
heute wegen seiner ausgezeichneten Erhaltung der Morphologie immer noch Mittel der Wahl
fur die meisten klinischen und Forschungsstudien®, so schreibt es jedenfalls Marc Key im
» Handbuch Immunchemische Farbemethoden® (Key 2003, Seite 30). Direkt im Anschluss an
diese enleitenden Worte zu seinem Artikel , Antigendemaskierung (Epitop-Retrieval)”
spricht er jedoch schon die Schattenseite des Verfahrens an: Durch die Formalinfixierung
bleiben zwar einerseits die meisten zytomorphol ogischen Details und Antigenstrukturen sehr
gut erhalten, doch kommt es andererseits zu chemischen Quervernetzungen innerhalb dessel-
ben Proteins und auch zwischen verschiedenen Proteinen. Dies kann zu Verdnderungen in der
dreidimensionalen Struktur der Proteine fuhren (Konformationsdnderung), was letztendlich
einen partiellen oder sogar vollstandigen Verlust der Immunreaktivitét zur Folge haben kann.
Das Antigen oder genauer gesagt das Epitop (Bindungsstelle eines Antigens) gilt jetzt as
»maskiert”, d.h. es kann schwerer oder auch gar nicht mehr von Immunzellen und Antikor-
pern erkannt werden (Farmilo und Stead 2003). Im Laufe der Jahre wurden viele verschiedene
Methoden entwickelt, um den Verlust der Immunreaktivitét nach einer Formalinfixierung
wiederherzustellen**. Dieser Prozess wird as Antigendemaskierung oder auch als , Epitop-
Retrieval” bezeichnet. Als sehr effektiv hat sich die Hitzevorbehandlung in einem Zitronen-
saure-Puffer erwiesen. Diese Technik zur Antigendemaskierung wurde auch hier angewandt.
Dazu wurden die entparaffinierten Schnitte zunéchst in einen Zitronenséure-Puffer (10
mmol/l, pH 6.0) gelegt und daraufhin fir 5 x 3 Minuten mit Mikrowellen behandelt.

3. Auswahl einer Farbemethode: Je nachdem, welches Féarbeverfahren man verwendet, mis-
sen die Gewebeschnitte vor dem Auftragen der Primar-Antikorper (Iba-1, APP, Mac-3, B220,
CD3, GFAP) unterschiedlich vorbehandelt werden (siehe Schritt 4 und 5). In diesem Versuch
kamen zwei recht dhnliche Methoden zum Einsatz, auf die ich etwas genauer eingehen maéch-

te™.

“ Vgl. dazu Key, der in seinem 2003 erschienen Artikel , Antigendemaskierung (Epitop-Retrieval)“ die Proble-
matik der Antigendemaskierung Ubersichtlich zusammenfasst (Key 2003).

> Die beiden angewandten immunhistochemischen Farbemethoden werden hier nur kurz und stark vereinfacht
dargestellt. Fir eine grundlegende Einfihrung in das Thema sei verwiesen auf: ,,Handbuch I|mmunchemische
Farbemethoden®, 3. Auflage; hrsg. von Thomas Boenisch; DakoCytomation Corp., Carpinteria, CA, USA 2003.
Dort wird das Grundprinzip der direkten und indirekten Antikorper-Farbemethoden dargelegt; dariiber hinaus
werden einige neuere Verfahren (PAP, APAAP, Streptavidin-Biotin, CSA, usw.) vorgestellt.
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3a. Alkalische-Phosphatase-und-Anti-Alkalische-Phosphatase-Methode (APAAP): Dieses
Verfahren ist eine atbewdhrte Methode, bel der ein loslicher Enzym-Anti-Enzym-
Immunkomplex fur die Farbreaktion eingesetzt wird. Ein Sekundér-Antikorper — haufig auch
as ,Brucken-Antikorper® bezeichnet — dient dabei als Bindeglied zwischen dem Primér-
Antikérper und dem Enzym-Anti-Enzym-Immunkomplex. Bei dieser Farbemethode wird die
hohe Affinitét des Anti-Enzyms (also des gegen den Enzymkomplex gerichteten Antikorpers)
fr das Enzym (Alkalische Phosphatase) ausgenutzt. Es kommt zu ,, sensitiveren® und stabile-
ren Bindungen as bel den herkbmmlichen enzymkonjugierten Antikorper-Farbeverfahren
(Boenisch 2003 a). Das bei axonaler Schadigung freigesetzte APP (amyloid precursor protein)
wurde unter Ausnutzung der APAAP-Methode mit einer Neufuchsin-Farbung® sichtbar ge-
macht. Dabei Ubertrégt die Alkalische Phosphatase Phosphatgruppen vom Substrat Naphtol-
AS-Bi-Phosphat auf das Chromogen Neufuchsin. Dieses nimmt nun eine rétliche Farbung an
(Mulisch und Welsch 2010).

3b. Avidin-Biotin-Methode: Bei dieser Farbemethode macht man sich die hohe Affinité von
Avidin (Huhnereiweil3) fur Biotin zunutze. Ein biotinbeladener (biotinylierter) Sekundar-
Antikorper®” dient hier ebenfalls wieder als Bindeglied (, Briicke*) zwischen dem Primér-
Antikérper und einem Avidin-Biotin-Enzymkomplex*®. Das Enzym M eerrettichperoxidase
reagiert mit dem Substrat Wasserstoffperoxid (H2O,) in der Substrat-Chromogenlésung. Das
Chromogen Diaminobenzidin®® (DAB) wird dabei oxidiert (es gibt Elektronen ab) und die bei
der Resktion frei gewordenen Protonen (H*-lonen) werden reduziert (sie nehmen jeweils ein
abgegebenes Elektron auf). Durch die Oxidation des Diaminobenzidins bildet sich ein braun-
licher Farbniederschlag im Prdparat (Mulisch und Welsch 2010). Diese Farbreaktion wurde
fur CD45R/B220, CD3, Mac-3, GFAP und Iba-1 umgesetzt.

4. Blockierung der endogenen Peroxidaseaktivitat: Wie bereits erwadhnt, wird bei der Avi-
din-Biotin-Methode eine Peroxidase als Enzym eingesetzt. Die Schwierigkeit bei diesem Ver-
fahren liegt alerdings darin, dass insbesondere Gewebeproben, welche vor der Fixierung
durch die Diffusion von Blut ,, verunreinigt“ wurden, haufig eine endogene Peroxidaseaktivitat
besitzen. Viele Hamoproteine besitzen namlich eigene Peroxidasen zum Schutz vor Sauers-
toffradikalen (wie z.B. das Hamoglobin) (Boenisch 2003 b). Diese endogenen Peroxidasen
sind ebenfalls in der Lage, mit der Substrat-Chromogenldsung zu reagieren und einen Farb-

umschlag im Pr8parat hervorzurufen. Daher ist es bel der Arbeit mit dieser Enzym-Klasse

“6 $#105226; Merck, Darmstadt, Deutschland

4" Amersham, Buckinghamshire, Vereinigtes Kénigreich
8 Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

“* Roche, Mannheim, Deutschland
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wichtig, die endogene Peroxidaseaktivitét in dem formalinfixierten Gewebe nach Moglichkeit
zu unterdriicken (Boenisch 2003 b). Diese ,, Unterdriickung” oder ,,Blockierung* geschieht in
den meisten Fallen — und auch hier — durch eine etwa 10minttige Inkubation des Schnittes mit
einer 3%igen Wasserstoffperoxid/PBS-Lésung™. Durch den Uberschuss an Substrat (H,05)
kommt es zu einer Komplexbildung mit dem Enzym (Peroxidase), welche die katal ytische
Aktivitét reversibel inhibiert (Boenisch 2003 c).
Diese Mal3nahme ist bei der APAAP-Methode, welche anstatt der Peroxidase eine Alkalische
Phosphatase verwendet, verstandlicherweise nicht notwendig. Daher entfallt dieser Schritt
beim Nachweis des APP (amyloid precursor protein). Um alerdings die Aktivité endogener
alkalischer Phospatasen zu unterdriicken, muss Levamisol zur Substratlosung hinzugefugt
werden (siehe Schritt 9).
5. Zugabe des Verdinnungspuffers: Der Verdinnungspuffer bestand bel allen Schnitten, die
mit der Avidin-Biotin-Methode behandelt wurden (CD45R/B220, CD3, Mac-3, GFAP und
Iba-1), aus einer 10%igen FCS/PBS-Losung®. Der Proteinzusatz in Form des FCS> zum
Verdinnungsmedium hat den Zweck, unspezifische Bindungen der Primér-AntikOrper an
verwandte Proteinstrukturen zu verhindern. Unter Umsténden kénnen diese Bindungen zu ei-
ner sehr starken Hintergrundférbung fuhren, welche dann die eigentlich gesuchte Antikorper-
Antigen-Bindung tberdeckt und maskiert (Boenisch 2003 b).
Bei der APAAP-Methode wurde anstelle von FCS/PBS eine 10%ige FCS/TBS-L6sung® zum
Verdinnen gewahlt. Phosphatpuffer wie PBS hemmen namlich die Aktivitdt alkalischer
Phosphatasen (Boenisch 2003 a).
6. Zugabe der Priméar-Antikorper: Nach den oben erwéhnten Vorbehandlungen konnten die
Priméar-Antikorper nun entweder Uber Nacht bei 4°C (Iba-1) oder fir 90 Minuten bel Raum-
temperatur (APP, Mac-3, B220, CD3, GFAP) in den in Klammern aufgefihrten Konzentra-
tionen der Losung hinzugefigt werden. In diesem Versuch wurden die folgenden Primér-
Antikorper eingesetzt:

e Anti-Maus CD45R/B220 (1:200) von der Ratte zur Markierung der B-Zellen>*

e Anti-Mensch CD3 (1:200) von der Ratte zur Markierung der T-Zellen>

e Anti-Maus Mac-3 (1:200) von der Ratte zur Markierung der Makrophagen®

0 pBS steht fiir , phosphate-buffered saline* (deutsch: phosphatgepufferte K ochsal zl6sung).

! FCS steht fiir , fetal calf serum* (deutsch: fetales K alberserum).

2 ECS enthalt BSA (,bovine serum albumine®, deutsch: Rinderserumalbumin). Dieses Protein konkurriert sehr
stark mit IgG um hydrophobe Bindungstellen und ,,blockiert* so unspezifische Bindungen der Antikorper.

3 TBS steht fiir , tris-buffered saline* (deutsch: dreifach gepufferte K ochsal zl6sung).

> PharMingen/BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland

% Serotec, Diisseldorf, Deutschland

% PharMingen/BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland
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e Anti-GFAP (Glia-Fibrillary-Acidic-Protein; 1:1000) vom Kaninchen zur Markierung
der Astrozyten®”
e Anti-lba-1 (lonized-Calcium-Binding-Adaptor-Molecule-1; 1:100) vom Kaninchen
zur Markierung aktivierter Mikrogliazellen®
e Anti-APP (Amyloid-Precursor-Protein; 1:2000) von der Maus zur Markierung axona-
ler Schaden™
7. Zugabe der Sekundéar-Antikorper: Nach Ablauf der Inkubationszeit und grindlichem Spii-
len konnten die jeweiligen Sekundar-Antikorper (,, Bricken-Antikorper”) aufgetragen werden.
8. Zugabe der Enzymkomplexe: Die oben beschriebenen Enzymkomplexe (Avidin-Biotin
oder APAAP) wurden in die Lésung gegeben und fr ca. 45-60 Minuten inkubiert.
9. Zugabe der Substrat-Chromogenldsung: Durch Zugabe der Substrat-Chromogenl 6sung
wurde die Farbreaktion eingeleitet. Die Substratlésung mit Neufuchsin zum Nachweis des
APP (amyloid precursor protein) enthielt zusédtzlich zu Substrat (Naphtolphosphat) und
Chromogen (Neufuchsin) noch Levamisol. Dies ist notwendig, um endogene akalische Phos-
phatasen zu blockieren (Boenisch 2003 b). Die Aktivitédt der hier als Markerenzym e ngesetz-
ten intestinalen Alkalischen Phopshatase (AP) wird davon jedoch nicht beeintréchtigt (Mu-
lisch und Welsch 2010).
10. Gegenfarbung mit Hamalaun, Spilung mit destilliertem Wasser und Eindecken mit
Immu-Mount: Diese letzten Schritte waren wiederum fur beide Methoden identisch. Die Ge-
genfarbung mit Hamalaun (siehe auch Kapitel 2.4.8.) dient der Orientierung im Préparat. Da-
durch werden insbesondere Kernstrukturen (DNA, RNA) und das endoplasmatische Retiku-
lum sichtbar gemacht. Als Eindeckmedium wurde Immu-Mount® gewahlt. Eindeckmittel har-
ten an der Luft aus und dienen der Konservierung von Praparaten fur viele Jahre (kein Ver-
blassen der Farben, kein Hintergrundleuchten, etc.). Sie werden zwischen Deckglas und Ob-
jekttrager gegeben (L tllmann-Rauch 2003).
11. Kontrollschnitte: Kontrollschnitte bzw. Kontrollpraparate werden in der Histologie und
Immunhistochemie regelméaldig zur Qualitatskontrolle und zur Optimierung von experimentel-
len Methoden eingesetzt. Vorrangig geht es dabei um die Vermeidung von falsch-positiven
Signalen (Mulisch und Welsch 2010). Auch in diesem Versuch durchliefen die Kontrollen ei-
nen identischen Herstellungsprozess (Fixierung, Paraffineinbettung, Antigendemaskierung,

Lagerung, etc.) wie die ,reguldren* Préparate, jedoch wurden sie nicht mit Primér-

> DAKO, Glostrup, Danemark

%8 Wako, Neuss, Deutschland

% Chemicon, Temecula, CA, USA
% Serva, Heidelberg, Deutschland
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Antikoérpern inkubiert (siehe Schritt 6). Lediglich die Sekundar-Antikdrper wurden in einem
Zwischenschritt hinzugegeben. Dies hatte zur Folge, dass die Bindung des Enzym-Komplexes
an die zu farbenden Strukturen bzw. Proteine ausblieb und im Prgparat lediglich die Gegen-
farbung zu erkennen war. Dieses Verfahren bezeichnet man a's negative Kontrolle. Das , re-
gulare” Féarbeverfahren hingegen als positive Kontrolle. Werden nun trotz Abwesenheit der
Primér-Antikdrper bestimmte Bereiche im Prgparat angeférbt, deutet dies entweder auf Fehler
in der Verarbeitung der Gewebeproben hin oder es zeigt, dass die verwendeten Antikorper
unspezifisch fur ihr Zielantigen sind. In jedem Fall sollte dann mit einer umsichtigen Fehler-

suche begonnen werden.

2.4.7. Apoptose und In-situ-tailing

Einer der letzten Schritte des apoptotischen Prozesses ist der Abbau chromosomaler DNA
durch zelleigene Endonukleasen (EImore 2007). Die dabei entstehenden DNA-Fragmente
koénnen nun mittels , In-situ-tailing” (IST) — auch als , TUNEL-(Terminal dUTP Nick End-
Labeling)-Methode" bezeichnet — markiert und Gber eine Enzymreaktion geférbt werden. Das
Verfahren wurde Anfang der 90er Jahre des letzten Jahrhunderts zur Identifizierung apoptoti-
scher Zellen in Gewebeschnitten entwickelt (Gavrieli et a. 1992), seitdem weiter verfeinert
und kontinuierlich verbessert (Negoescu et a. 1996). Recht friih erkannte man jedoch, dass
die TUNEL-Methode alleine eine recht hohe Fehlerquote (geringe Spezifitét) besitzt (Grasl-
Kraupp et al. 1995), da es auch bei anderen nicht-apoptotischen Vorgangen in einer Zelle zur
Spaltung von DNA kommt (Autolyse, Nekrose, DNA-Reparatur, Gen-Transkription) und die-
se Fragmente dann falschlicherweise tber die TUNEL-Methode markiert werden (Gerber et
al. 2001, Elmore 2007). Daher ist es sehr wichtig und nahezu unerlasslich, eine zweite Me-
thode zur Identifizierung apoptotischer Zellen heranzuziehen (Elmore 2007). Oftmals — und
auch so hier geschehen — wird dann unter dem Mikroskop nach den ,, klassischen* morphol o-
gischen Verénderungen gesucht, die jede Zelle wahrend der Apoptose durchlduft. Zu diesen
morphologischen Kriterien gehdren vor allem ein verdichteter, zusammengeballter, kleiner
Zellkern sowie ein schmaler Zytoplasmasaum. Eventuell sichtbare apoptotische Korper oder
Kernfragmentierungen lassen dann meist keinen Zweifel mehr, dass es sich um eine apoptoti-
sche Zelle handelt (Gerber et al. 2001, Tauber et a. 2005, Mattiesen 2008). Eine Zelle wurde

also nur dann als apoptotisch eingestuft, wenn sie zusétzlich zu einer positiven Farbreaktion
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im in-situ-tailing (IST) auch die soeben erwshnten morphologischen Kriterien® erfiillen
konnte.

Prinzip: Wie zu Anfang des Kapitels bereits erwahnt, geht es bei der TUNEL-Methode dar-
um, die beim apoptotischen Zerfal einer Zelle auftretenden DNA-Spaltprodukte enzymatisch
nachzuweisen. Dadurch kann indirekt auf einen apoptotischen Vorgang im Zellinneren ge-
schlossen werden. Das Verfahren basiert auf der terminalen desoxynukleotidyl-Transferase
(TdT), welche dazu benutzt wird, um ein speziell markiertes Desoxyuridintriphosphat (dUTP)
an das 3'-Hydroxyethyl-Ende der DNA-Fragmente zu transferieren. In diesem Experiment
waren die Nukleotidbausteine an Digoxigenin gekoppelt, wogegen wiederum die enzymtra-
genden Anti-Digoxigenin-Primérantikorper gerichtet waren. Als Enzym wurde eine alkalische
Phosphatase (AP) verwendet, welche nun ihr Substrat 5-Bromo-4-Chlorid-3-1ndolylphosphat
(BCIP) dephosphorylieren konnte. Das entstandene 5-Bromo-4-Chlorid-Indolyl reduzierte
nun seinerseits den zweiten Farbstoff 4-Nitroblue-Tetrazoliumchlorid (NBT), wodurch die
Zelleintensiv dunkelblau/schwarz geférbt wurde (Mattiesen 2008).

Methode: Ahnlich der , klassischen® Immunhistochemie miissen die 2 pm dicken Gewebe-
schnitte zuerst entparaffiniert und rehydriert werden. Dies erfolgte — wie bereits in Kapitel
2.4.6. beschrieben — in einer absteigenden Alkoholreihe. Nach der Spllung mit destilliertem
Wasser und Zugabe des Puffers TBS® konnte mit der eigentlichen Vorbehandiung begonnen
werden. Einer der Hauptnachteile der TUNEL-Technik besteht ndmlich darin, dass die DNA-
Strange im Kern relativ unzuganglich fur enzymatische Reaktionen sind. Dies liegt an der
proteinreichen Umgebung, in welcher sie sich befinden. Aus diesem Grund und weil der Pro-
zess der Gewebeeinbettung und Fixierung zu Quervernetzungen unter eben jenen Kern-
Proteinen fuhren kann, wurden diverse Vorbehandlungen (chemisch, Hitzeeinwirkung, pro-
teolytische Enzyme) entwickelt, um die Sensitivitét der Methode zu verbessern (Negoescu et
al. 1996). In diesem Versuch wurden die Gewebeschnitte mit Hilfe von 50 ug/ml des proteo-
lytischen Enzyms Proteinase K ® fir 15 Minuten bei 37°C in einer feuchten Kammer , ange-
daut®. Nach einer Spulung mit eiskaltem TBS konnte schliefdlich die eigentliche , Tailing-
Mixtur“® hinzugegeben werden. Diese Mixtur enthielt 10 wl Tailing-Puffer, 1 pl Digoxigenin
DNA labeling mix, 2 ul Kobaltchlorid, 0.5 ul (=12.5 U) TdT (terminale desoxynukleotidyl-
Transferase) sowie 36,5 ul doppelt destilliertes Wasser (H2O bidest.), was ein Gesamtvolu-

¢ vgl. hierzu auch Kapitel 2.4.9., in dem etwas genauer auf die mikroskopische Untersuchung der Praparate
eingegangen wird.

%2 Als Pufferldsung wurde wiederum TBS (tris-buffered saline) verwendet, da auch hier die Farbreaktion tber
das Enzym ,, Alkalische Phosphatase” erfolgt (vgl. Schritt 4 in Kapitel 2.4.6.).

8 Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

% Roche, Mannheim, Deutschland
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men von 50 pl pro Schnitt ergibt. Die Inkubation mit der Mixtur dauerte 60 Minuten und
wurde ebenfalls bei 37°C in einer feuchten Kammer durchgefuihrt. Daraufhin folgte wiederum
ein Waschschritt mit TBS und eine 15mindtige Inkubation der Praparate mit 10%igem FCS
zur Blockade unspezifischer Bindungen®. Folgender Primar-Antikorper, geldst in 10%igem
FCS (1:250), wurde nun bei 37°C fur 60 Minuten auf die Schnitte aufgetragen:

e Anti-Digoxigenin-Alkalische-Phosphatase (1:250) vom Schaf zur Markierung des an

dUTP gekoppelten Digoxigenins®®

Die Farbreaktion (schwarz/dunkelblau) entwickelte sich unter Zugabe des Chromogens 4-
Nitroblue-Tetrazoliumchlorid/5-Bromo-4-Chlorid-3-Indolylphosphat®” (NBT/BCIP). Die ca
10miniitige Gegenfarbung erfolgte mit Kernechtrot®. Im Gegensatz zur Farbung mit Hama
laun (blauviolett) erscheinen die Kerne dabel rétlich, was dem Untersucher einen guten Kont-
rast zur schwarz/dunkelblauen Farbe der apoptotischen Zellen ermdglicht. Zum Eindecken

wurde Immu-Mount® verwendet.

2.4.8. Histologische Farbungen

In der Immunhistochemie (siehe Kapitel 2.4.6.) und beim In-situ-tailing (siehe Kapitel 2.4.7.)
wurden Antikorper zur Darstellung bestimmter Zellpopulationen (B-Zellen, T-Zellen, Makro-
phagen, Mikroglia, Astrozyten), axonaler Schaden sowie apoptotischer Prozesse elngesetzt.
Dieses Kapitel beschéftigt sich hingegen mit zwei recht gebréuchlichen histologischen Far-
bungen (HE und LFB-PAS), welche insbesondere eine bessere Differenzierung einzelner
Zell- und Gewebestrukturen ermoglichten. Die bereits erwdhnten Gegenfarbungen mit Hama-
laun (in der Immunhistochemie) und Kernechtrot (beim In-situ-tailing) dienten vor allem e-
ner klaren Abgrenzung der Zellkerne von den sie umgebenden Strukturen. Dadurch konnte
die Orientierung im Praparat entscheidend verbessert werden. Auf sie wird ebenfalls in die-
sem Kapitel etwas genauer eingegangen.

Ubersichtsfarbung mit Hamalaun-Eosin (HE): Diese histologische Standardfarbung wurde
speziell zur Darstellung nekrotischer Areale und des Ependyms verwendet.

Prinzip: Durch die Farbeeigenschaften des kationischen™ Hamalauns (basisch) werden anio-
nische®, also saure Zellkomponenten wie DNA, RNA und das ER (Endoplasmatisches Reti-
kulum) blauviolett gefarbt. Eosin wiederum, ein saurer Farbstoff, wird dagegen vor allem zur

Zytoplasmafarbung (viele basische Proteine) eingesetzt (L Ullmann-Rauch 2003).

5 vgl. Schritt 4 in Kapitel 2.4.6.

% Roche, Mannheim, Deutschland
%" Roche, Mannheim, Deutschland
% Roche, Mannheim, Deutschland
% Serva, Heidelberg, Deutschland
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Methode: Bevor mit der eigentlichen Farbung begonnen werden kann, missen die Schnitte
zuerst entparaffiniert und rehydriert werden. Dieses Verfahren wurde bereits unter Schritt 1 in
Kapitel 2.4.6. beschrieben. Danach folgte die Kernfarbung mit Hamalaun fir 5-10 Minuten.
Als Hamalaun wird ein Aluminiumion-Farbstoffkomplex bezeichnet, der zuerst aus Hamato-
xylin hergestellt werden muss (oder genauer gesagt aus Hamatein, dem Oxidationsprodukt
von Hamatoxylin) (Lullmann-Rauch 2003, Mulisch und Welsch 2010). Hamalaun kann auf
viele verschiedene Arten prapariert werden (siehe Mulisch und Welsch 2010). Hier wurde
Mayers Hamalaunldsung™ verwendet. Nach einer kurzen Spilung in destilliertem Wasser
wurde der recht saure pH-Wert des Hamalauns durch griindliches Waschen (ca. 10 Minuten)
in fliefendem Leitungswasser wieder angehoben. Dies wird as ,Blauen® bezeichnet. Als
néchstes erfolgte die Uberfarbung in Eosin Y ™ (Eosin yellow, Eosin gelblich) firr ca. 5 Minu-
ten. Danach wurde — wie ebenfalls schon in Kapitel 2.4.5. beschrieben — das Préparat in einer
aufsteigenden Alkoholreihe bis hin zu 100% Alkohol entwéssert, der Alkohol mit Xylol wie-
der verdrangt und der Schnitt schlieflich mit DePeX "? eingedeckt.

Ergebnis. Die Zellkerne im Praparat erscheinen blau, das Zytoplasma dagegen rot.
Markscheidenfarbung mit_Luxol Fast Blue und Periodic acid-Schiff (LFB-PAS): Dieses
Farbeverfahren kombiniert im Prinzip drel Einzelfarbungen miteinander, namlich die Luxol-
Fast-Blue-Farbung (LFB), die Periodsaure-Schiff-Reaktion (PAS) und eine Gegenfarbung mit
Hamalaun.

Prinzip: Durch den Prozess der Paraffineinbettung wird die komplexe Myelinschicht der Oli-
godendrozyten im Zentralnervensystem (ZNS) sowie die der Schwannschen Zellen im peri-
pheren Nervensytem (PNS) grofitenteils zerstort. Zurtick bleibt ein als Neurokeratin bekanntes
Lipoproteingerist. Der Fabstoff Luxol Fast Blue (Luxolblau, Luxol-Echt-Blau) féarbt spezi-
fisch diese Neurokeratinreste der Myelinscheiden. Chemisch gesehen ist Luxol Fast Blue ein
basisches Kupfer-Phthalocyanin mit einer dem Hamoglobin &hnlichen Ringstruktur, was in
saurer, ethanolischer Losung starke Verbindungen mit den zu farbenden Gewebsstrukturen
eingehen kann (Mulisch und Welsch 2010).

Die PAS-Farbung hingegen basiert auf der Kombination von Periodsdure (HIO,4) und Schiff-
schem Reagenz. Durch Oxidation von OH-Gruppen in kohlenhydratreichen Makromolekilen
(Glykogene, Muzine, Glykoproteine und Glykolipide) entstehen Aldehydgruppen, welche mit
dem Schiffschen Reagenz (fuchsinschweflige Saure) eine Farbreaktion eingehen (Lullmann-
Rauch 2003).

0 #1.09249.0500; Merck, Darmstadt, Deutschland
™ #1.15935.0025; Merck, Darmstadt, Deutschland
2 Thermo Scientific, Pittsburgh, Pennsylvania, USA
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Die Gegenfarbung mit Hamalaun wird im Anschluss an die Luxol-Fast-Blue-Farbung durch-
gefUhrt und ist welter unten beschrieben.

Methode: Der erste Schritt, die Entparaffinierung, wurde diesmal nur bis zu 90%igem Alko-
hol durchgefuhrt. Danach wurden die Gewebeschnitte direkt in die LFB-Farbel 6sung gelegt
und bel 60°C Uber Nacht (12 Stunden) inkubiert. Am ndchsten Tag folgte die Differenzierung
in 0,05%iger Lithiumcarbonatlsung (3-10 Sekunden) sowie in 70%igem Alkohol. Nach dem
Abspulen in Aqua dest. konnte mit der PAS-Farbung begonnen werden. Hierzu wurden die
Préparate fur ca. 5 Minuten mit 1%iger Periodsaure umgeben. Nach griindlichem Waschen
unter fliefendem Leitungswasser (ca. 5 Minuten) und erneutem Abspilen in destilliertem
Wasser wurden die Proben fiir 20 Minuten mit dem Schiffschen Reagenz” inkubiert. Hierbei
ist es von entscheidender Bedeutung, das Abspilen in destilliertem Wasser sehr grindlich
durchzufiihren, da das Schiffsche Reagenz sonst mit dem Leitungswasser vorzeitig reagiert.
Die Farbreaktion soll namlich erst nach Ablauf der 20 Minuten durch 5mindtiges Spllen in
Leitungswasser gestartet werden. Zu guter Letzt folgte die Kernfarbung in Mayers Hama-
laun™ (furr ca. 2 Minuten). Die nun folgenden Schritte sind mit den bereitsin der HE-Farbung
beschriebenen identisch (Bléauen in Leitungswasser, Dehydrierung durch Alkohol, Xylol, Ein-
decken mit DePex). Lediglich die Farbung mit Eosin' Y wurde diesmal ausgel assen.

Ergebnis: Dank dieser Dreifachkombination aus LFB, PAS und Hamalaun wird dem Unter-
sucher die Differenzierung neuronaler Strukturen deutlich erleichtert. Markscheiden (Myelin)
stellen sich beispielsweise durch die LFB-Methode tirkisblau dar. Glykogen, Cellulose sowie
Glykolipide strahlen durch die PAS-Farbung magenta-rot und Hamalaun farbt die Zellkerne
bekanntermal3en blauviolett (siehe HE-Farbung oben). Vorrangiges Ziel dieser aufwandigen
Farbemethode war es, eine Demyelinisierung neuronaler Axone sichtbar zu machen.
Gegenféarbung der Zellkerne mit Hamalaun: In der Immunhistochemie und bei der LFB-
PAS-Farbung kam diese einfache Gegenfarbung zum Einsatz. Der durch die bléulich geférb-
ten Zellkerne erzeugte starke Kontrast erleichtert dem Untersucher eine deutliche Abgrenzung
der einzelnen Strukturen.

Methode: Die Methode wurde bereits bei der HE- und LFB-PAS-Farbung beschrieben. Das
Préparat wird fur etwa 5-10 Minuten in die Hamalaunlésung gelegt, eventuell Gberschiissiger
Farbstoff durch Aspulen in Aqua dest. oder in 0,1%iger HCI wieder entfernt, und schliefdlich
wird die Farbe durch das ,, Blauen” fixiert (Mulisch und Welsch 2010).

Gegenfarbung der Zelkerne mit Kernechtrot-Aluminiumsulfat: Die Kernechtrot-
Aluminiumsulfat-Férbung wurde ausschliefdlich as Gegenfarbung zum in-situ-tailing ver-

® Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
" Merck, Darmstadt, Deutschland



wendet (siehe Kapitel 2.4.7.). Wie bereits dort erwahnt, wird diese Farbung héufig nach histo-
chemischen Reaktionen verwendet, um die entstandenen schwarz geféarbten Reaktionsproduk-
te durch rote Zellkerne zu kontrastieren (Mulisch und Welsch 2010).

Methode: Die Methode ist vergleichsweise einfach. Die Schnitte werden fur 5-10 Minuten bei
Raumtemperatur gefarbt, in Aqua dest. gespult, mit einer aufsteigenden Alkoholreihe entwéas-

sert, mit Xylol auf das Intermedium vorbereitet und schlief3lich eingedeckt.

2.4.9. Die Arbeit am Mikroskop

Zur Untersuchung der gefarbten Gewebeschnitte wurde ein Olympus BX 51 TF Lichtmikros-
kop™ bei 2x bis 60x Vergroferung eingesetzt. Das Gerét besitzt eine integrierte Digitalkame-
ra’® und kann tiber Kabel mit einem herkémmlichen Computer verbunden werden. Somit war
es moglich, alle Aufnahmen zu fotografieren, diese mittels einer Bildanalyse-Software”” in al-
ler Ruhe zu vermessen und auf dem Computer zur Dokumentation zu speichern. Alle mikros-
kopischen Arbeiten — wie beispielsweise die Uberpriifung von Farbung und Gegenfarbung,
die Zellz&hlung und die Vermessung der Hirnareale — wurden von einem ,, verblindeten* Un-
tersucher durchgefihrt. Diesem war also nicht bekannt, ob das vor ihm liegende Préparat zur
OspC-Gruppe oder zur Kontroll-Gruppe gehorte’™. Dadurch konnte die Gefahr, die Schnitte
mit einer gewissen Erwartungshaltung zu betrachten, vermieden werden.

Bei einem ersten Blick durch das Mikroskop wurde auf die korrekte Féarbung des Hirngewe-
bes geachtet So durfte in den Negativ-Kontrollen beispielsweise nur die Gegenfarbung zu er-
kennen sein, wohingegen in den Positiv-Kontrollen zumindest einige markierte Zellen auftau-
chen sollten. Nach dieser Qualitétskontrolle konnte mit der eigentlichen Arbeit begonnen
werden: Die mit HE und LFB-PAS geférbten Schnitte wurden nach Gewebeschaden und
strukturellen Auffélligkeiten abgesucht. Das Zahlen der mittels Immunhistochemie und In-
situ-tailing markierten Zellen konzentrierte sich auf die Ependym-Hirn-Grenze aller Ventri-
kel, den frontalen Neokortex, den Hippokampus und den Hirnstamm. Eine Zelle galt jedoch
nur dann als apoptotisch, wenn sie — wie bereits in Kapitel 2.4.7. beschrieben — neben einer
positiven Farbreaktion im In-situ-tailing auch die typischen morphologischen Kriterien (dich-
ter und zusammengeballter Kern, schmaler Zytoplasmasaum) zeigte. Nach sorgfatiger
Durchsicht aller Praparate konnte mit der statistischen Auswertung begonnen werden. Diese

wurde fir die B-Zéllen, T-Zellen, Makrophagen, Astrozyten, Mikrogliazellen sowie die apop-

"> systemmikroskop furr die Materialforschung BX 51 TF; Olympus, Hamburg, Deutschland
® ColorView Il Kamera Set; Olympus, Hamburg, Deutschland

" AnalySIS Doku Ver. 3.2; Soft Imaging System GmbH, Miinster, Deutschland

8 Zur Gruppeneinteilung und dem Versuchsaufbau vgl. Kapitel 2.4.2.
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totischen Zellen quantitativ durchgefihrt. Die Stérke des axonalen Schadens wurde jedoch
anhand eines semiquantitativen Punktesystems erfasst:

Starke des axonalen Schadens Punkte

keinerlei Schaden im Préparat erkennbar oder nur einzelne Axone betroffen 0

minimale Sch&den im Préparat erkennbar (1-2 L asionen)

moderate Schaden im Praparat erkennbar (3-4 Lasionen)

WIN| -

schwere Schaden im Praparat erkennbar (>4 L&sionen)

Tabelle 2: Semiquantitative Skala zur Beurteilung des axonalen Schadens.

Beim Mikroskopieren wurde besonderes Augenmerk auf zwei Hirnregionen gelegt: den hip-
pokampalen Gyrus dentatus und die subventrikuldre Zone des Seitenventrikelunterhorns
(SVZ). Dank der in das Mikroskop integrierten Bildanalyse-Software war es moglich, in bei-
den Regionen Langen- bzw. Flachengréf3en zu ermitteln und diese in Bezug zur jewells ge-
zahlten Zellpopulation zu setzen. Die Grinde fur diese aufwandige Vorgehensweise sollen im
Folgenden erlautert werden: Nach dem aktuellen Stand der Forschung gehoren der Gyrus den-
tatus und die SVZ zu den wenigen Orten im menschlichen Kérper, in denen adulte Neuroge-
nese moglich ist (Zhao et a. 2008, Mattiesen 2008, Imayoshi et a. 2009, Ma et a. 2009,
Beukelaers et al. 2012). Unter dem Begriff der adulten Neurogenese verstent man das Wach-
stum und die Integration neuer Neurone in ein bereits ausgewachsenes zentrales Nervensys-
tem (Kempermann et al. 2004, Zhao et a. 2008) — also einen komplizierten Prozess, der lange
Zeit in der Wissenschaftswelt as unvorstellbar galt (Gross 2000). Wir wissen heute, dass der
programmierte Zelltod, die Apoptose, nicht nur ein rein physiologischer Vorgang ist, sondern
dass diese Form des Zelluntergangs auch einen wesentlichen Bestandteil des pathogeneti-
schen Prozesses zahlreicher Krankheitsbilder darstellt (EImore 2007). Zu diesen Krankheits-
bildern gehdren viele nicht-infektibse neurologische Erkrankungen, wie beispielsweise
Amyotrophe Lateralsklerose, Chorea Huntington, Demenz vom Alzheimer-Typ oder Morbus
Parkinson (Kermer et al. 2004, EImore 2007). Aber auch bakterielle Hirnhautentziindungen —
so belegen Forschungsarbeiten — kdnnen zum apoptotischen Zelluntergang im Gyrus dentatus
fuhren (Zysk et al. 1996, Nau et a. 1999, Gerber et al. 2001, Mook-Kanamori et al. 2012).
Bislang konnte dies jedoch noch nicht fir Borrelien oder deren Bestandteile gezeigt werden.
M oglicherweise gehdren sowohl Neurogenese a's auch Apoptose zu einem hirneigenen rege-
nerativen Mechanismus. Ein verstérktes Auftreten beider Prozesse konnte jedenfalls im
Mausmodell nach Streptokokken-Meningitis und im Menschen nach hypoxischem Hirnscha-
den beobachtet werden (Gerber et al. 2003, Mattiesen 2008). Aus Zellkulturexperimenten mit
SH-SY5Y -Neuroblasten |&sst sich desweiteren der Verdacht herleiten, dass durch Borrelia
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burgdorferi aktivierte Mikrogliazellen eine toxische Wirkung auf Neurone haben und so deren
apoptotischen Untergang einleiten (Myers et al. 2009). Daher wurde auch in diesen beiden
Hirnregionen Uber die Farbung von Iba-1-exprimierenden Zellen nach aktivierten Mikroglia-
zellen gesucht. Die Berechnungen fir die jeweilige Hirnregion werden nachfolgend beschrie-
ben. Von jeder Maus wurden hierzu drei Frontal schnitte untersucht.

Die Berechnung der Zelldichte im Gyrus dentatus: Anatomisch gesehen besteht der Gyrus
dentatus aus dem auf3en liegenden Stratum moleculare, dem in der Mitte liegenden Stratum
granulosum (K érnerzellschicht) und dem innen liegenden Stratum subgranulosum (subgranu-
lare Zone) (Trepel 2004, Mattiesen 2008). Unter Einsatz der Bildanalyse-Software konnten
die Kornerzellschicht und die subgranuldre Zone vermessen werden. Alle in diesen beiden
Aredlen des Gyrus dentatus entdeckten Zellen wurden gezahlt und ihre Dichte [Zellen/mm?]

nach folgendem Schema errechnet:

Anzahl der Astrozyten [GFAP] in der Kornerzellschicht und in der subgranuléren Zone/
Gesamtflache beider Areale [mm?]

Anzahl der Mikrogliazellen [1ba-1] in der Kdrnerzellschicht und in der subgranuléren Zone /

Gesamtflache beider Areale [mm?]

Anzahl der apoptotischen Zellen [In-situ-tailing] in der Kérnerzellschicht und in der
subgranul&ren Zone / Gesamtflache beider Areale [mm?]

Die Berechnung der Zellen/mm Seitenlange in der SVZ: Zur Anayse der Zellzahl in der
subventrikulédren Zone des Seitenventrikelunterhorns wurden alle positiv geférbten Mikro-
gliazellen (Iba-1) innerhalb eines Bereichs von 50 um lateral der Seitenventrikel erfasst und
deren Anzahl pro Millimeter Seitenlange der SVZ berechnet. Der Grenzbereich von Ventri-
kelraum und dem eigentlichen Hirngewebe wurde also mit dem Mikroskop abgefahren, die
Iba-1-markierten Zellen bis zu einer Tiefe von 50 um gezadhlt und deren Anzahl pro Millime-
ter abgefahrener Strecke (Seitenlénge) dargestellt:

Anzahl der Mikrogliazellen [Iba-1] 50 um lateral der Seitenventrikel /
Seitenlange der SVZ [mm]
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2.4.10. Die Entzindungsmediatoren TNF-a und CXCL 13

Der eingefrorene Teil des rechten Frontallappens und das Kleinhirn wurden zur Messung der
TNF-a- und CXCL13-Spiegel in einem 1:10 gel6sten Lyse-Puffer”® homogenisiert. Das Ho-
mogenat wurde daraufhin mit den bereits in Kapitel 2.3.2. beschriebenen Enzym-Immuntests

untersucht.

2.5. Statistische M ethoden

Dieses Kapitel beschéftigt sich mit den statistischen Methoden, die zur Auswertung der Ver-
suchsergebnisse herangezogen wurden. Im Grof3en und Ganzen muss wiederum zwischen den
Experimenten in vivo und in vitro unterschieden werden. Alle statistischen Berechnungen
wurden mit dem Computer-Programm GraphPad Prism Version 5.01 fiir Windows®® durchge-
fahrt. Dabel erfolgte die graphische Darstellung parametrischer Daten as Mittelwert + Stan-
dardabweichung und jene nicht-parametrischer Daten als Median + Interquartilabstand. Es
wurde — wie bel der Verwendung von zweiseitigen Tests Ublich — ein Signifikanzniveau von
o = 5% festgelegt. Somit galten p-Werte kleiner oder gleich 0,05 al's statistisch signifikant.
Testverfahren und Hypothesen in vivo: Bei der statistischen Auswertung aller in diesem Ex-
periment angewandten Testverfahren wurden stets zwei Gruppen von Versuchstieren mitel-
nander verglichen, ndmlich die Kontroll-Gruppe (n = 8 Tiere) einerseits mit der OspC-Gruppe
andererseits (n = 10 Tiere). Als Nullhypothese wird angenommen, dass es keinen Unterschied
zwischen der OspC- und der Kontrollgruppe gibt. Die Gegen- oder Alternativhypothese lautet
demzufolge, dass es irgendeinen Unterschied zwischen den beiden Gruppen gibt. ESist in die-
sem Fall von einer ungerichteten Alternativhypothese auszugehen, da das nétige Vorwissen
fehlt, um eine sichere Aussage in eine Richtung (Verbessert oder verschlechtert die OspC-
Infusion die Fahigkeiten der Tiere?) machen zu kénnen (Bortz 2005). Aufgrund der relativ
kleinen Gruppengrof3e von 8-10 Tieren konnte nicht von einer Normalverteilung der Ergeb-
nisse ausgegangen werden. Beide Gruppen wurden auf3erdem als unabhangig voneinander be-
trachtet. Somit erschien der zweiseitige U-Test von Mann-Whitney fur einen Vergleich der
beiden Gruppen angebracht (Bortz 2005). Die folgenden Datensétze wurden mit diesem Test
ausgewertet:

e adle neuropsychologischen und motorischen Testverfahren (Morris-Wasserlabyrinth,

Rotarod, Seiltest)

" EZBRAIN42; The Genetics Company, Schlieren, Schweiz
8 GraphPad Software, San Diego, CA, USA
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o der Gewichtsverlauf
e die Berechnungen zur Zelldichte und Zellverteilung im hippokampalen Gyrus dentatus
sowie in der subventrikuléren Zone des Seitenventrikel unterhorns (SV2)

e Beurteilung des axonalen Schadensin den Praparaten

e die TNF-a- und CXCL13-Messungen in den Gewebehomogenaten
Die Mikroglia-Aktivierung Uber den Marker Iba-1 konnte nicht nach Mann-Whitney ausge-
wertet werden, da es sich hierbel um eine nominelle Skala (Zelle wurde aktiviert oder nicht
aktiviert) handelt. Beide Gruppen wurden hier durch den exakten Fisher-Test statistisch mi-
teinander verglichen (Bortz 2005).
Testverfahren und Hypothesen in vitro: Alle statistischen Berechnungen wurden bei den in-
vitro-Experimenten mit einem zweiseitigen T-Test durchgefiihrt (Bortz 2005). Die Hypothe-
sen zielten immer auf einen Vergleich der stimulierten mit den unstimulierten Proben oder auf
einen Vergleich einzelner Konzentrationen (Inkubation mit oder ohne Polymyxin B) ab. Daes
sich hierbei um parametrische Daten handelte (grof3e Gruppen, Versuch wurde nicht nach 90
Sekunden — wie beim Morris-Wasserlabyrinth — abgebrochen), erfolgte die graphische Dar-
stellung a's Mittelwert + Standardabwei chung.
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3. Ergebnisse

Die Versuchsergebnisse gliedern sich in die zwel Bereiche in vitro (Kapitel 3.1.) und in vivo
(Kapitel 3.2.). Die diesbeziiglichen Tabellen, Abbildungen und statistischen Berechnungen zu
den Versuchen finden sich im folgenden Teil der Arbeit. Eine ausfuhrliche Interpretation der

Ergebnisse liefert das nachfolgende Kapitel 4.

3.1. Die Stimulation primérer Mikrogliazellen durch Bestandteile

von Borrelia burgdorferi

Bel den in-vitro-Versuchen mit den Borrelienbestandteilen OspC und VIsE wurde die Stérke
der Mikroglia-Aktivierung anhand der Freisetzung von Nitrit, einem der stabilen Reaktions-
produkte von Stickstoffmonoxid, erfasst. Insbesondere die hier vorliegenden Ergebnisse der
Stimulation mit OspC waren — mangels genauerer Angaben in der Literatur — wichtige An-
haltspunkte zur Vorbereitung auf den Tierversuch mit C57BL/6-Mausen. Die dort fur die 28-
tagige intraventrikuldre Infusion verwendeten Konzentrationen an OspC orientierten sich an
den Beobachtungen, welche zuvor in den hier vorgestellten Zellkulturexperimenten gemacht
wurden (siehe Kapitel 4.2.).

3.1.1. Die Stimulation mit OspC

OspC aktivierte Mikrogliazellen in vitro: Die Methode zur Messung des von den stimulierten
Mikrogliazellen freigesetzten Stickstoffmonoxids (NO) wurde bereits ausfiihrlich in Kapitel
2.3.2. behandelt. Vereinfacht gesagt wurde der Stickstoffmonoxid-Gehalt der Proben indirekt
anhand der Nitrit-Konzentrationen (NO,) in den Uberstanden der Kulturplatten ermittelt. Die
Abbildung 4 zeigt das Ergebnis der Messung 48 Stunden nach Beginn der Stimulation. Eine
dosisabhangige Freisetzung von Nitrit ist hier sehr deutlich zu erkennen: Desto hoher die je-
weils eingesetzte OspC-Konzentration, desto héher war auch der in diesem Loch (englisch:
,Well*) gemessene Nitrit-Gehalt.

Keine Kontamination durch LPS: Polymyxin B (PMB) wurde zum Ausschluss einer LPS-
Kontamination (siehe Kapitel 2.3.2. ,,Zugabe von Polymyxin B*) in einer Konzentration von
10 pg/ml einigen OspC-Proben hinzugeflgt. Lediglich bel der OspC-Konzentration 0,3 pg/ml
konnte ein signifikanter Unterschied unter Zugabe von PMB festgestellt werden (p = 0,0272;

vgl. Abbildung 4). Bei alen anderen und auch hoher konzentrierten Proben trat diese Diskre-
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panz nicht auf. Zum damaligen Zeitpunkt bot sich unserer Arbeitsgruppe leider keine M6g-
lichkeit, das Protein im Hinblick auf eine mogliche Kontamination mit LPS genauer zu unter-
suchen. Dies gelang uns erst einige Monate spéater wéhrend der Arbeiten mit den VIsE-
Proben. Hierbei konnte LPS nachgewiesen werden®:. Die nach Abschluss aller Experimente
durchgefiihrte massenspektrometrische Analyse des rekombinanten OspC erbrachte jedoch
keinerlei Hinweise auf Verunreinigungen®. Eine Kontamination konnte somit ausgeschlossen

werden.
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Abbildung 4: Nitrit-Konzentrationen 48 Stunden nach Beginn der Stimulation mit OspC. Es wurden unter-
schiedliche Mengen OspC zur Stimulation eingesetzt (0.3 ug/ml bis 10 ug/ml). Um eine Kontamination mit LPS
auszuschlief3en, wurde jede OspC-Probe noch ein zweites Mal zusammen mit 10 ug/ml Polymyxin B (PMB)
stimuliert. Dargestellt sind Mittelwert + Standardabwei chung.

OspC induzerte eine dosisabhéngige Freisetzung von TNF-¢, IL-6 und CXCL1 (KC): Ne-
ben Nitrit wurden die Konzentrationen von TNF-a., IL-6 sowie der Chemokine CXCL1 (KC)
und CXCL13 bestimmt. Die Methoden hierzu sind in Kapitel 2.3.2. erkléart. Eine dosisabhén-
gige Freisetzung konnte sowohl bei TNF-a. a's auch bel 1L-6 und CXCL1 festgestellt werden
(vgl. die Abbildungen 5, 6 und 7).

8 vgl. die Ergebnisse in Kapitel 3.1.2.
8vgl. Kapitel 2.1.
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Abbildung 5: Freisetzung von TNF-a 48 Stunden nach Beginn der Stimulation mit OspC. Dargestellt sind Mit-
telwert + Standardabwei chung.
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Abbildung 6: Freisetzung von IL-6 48 Stunden nach Beginn der Stimulation mit OspC. Dargestellt sind Mittel-
wert + Standardabweichung.
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Abbildung 7: Freisetzung von CXCL1 (KC) 48 Stunden nach Beginn der Stimulation mit OspC. Dargestellt
sind Mittelwert + Standardabweichung.

Keine verstarkte Freisetzung von CXCL 13: Eine verstérkte oder gar dosisabhangige Freiset-
zung von CXCL13 nach Stimulation mit OspC konnte in vitro nicht beobachtet werden (Ab-
bildung nicht gezeigt). Im Tierexperiment zeichnete sich jedoch eine klare Tendenz ab. Hier-
zu verweiseich auf die Abbildungen 29 und 30 in Kapitel 3.2.6.

Keine Toxizitat: Um eine toxische Wirkung des OspC auf die Mikrogliazellen auszuschlie-
Ren, wurde der WST-1-Test zur Uberprifung der zelluldren Stoffwechselaktivitéat durchge-
fahrt. Eine Schadigung der Zellen konnte hierbel nicht festgestellt werden (Abbildung nicht
gezeigt, vgl. Kapitel 2.3.2.).

ECso: Durch Stimulation mit OspC-Konzentrationen von 3 ug/ml oder héher konnte in vitro
eine maximale NO-Freisetzung erzielt werden. Sie betrug ca. 50% der NO-Freisetzung, wel-
che durch die Stimulation mit 1 pg/ml LPS hervorgerufen werden konnte. Die OspC-
Konzentration, welche einen halb-maximalen Effekt (ECso) ausloste, wurde anhand einer
sigmoidalen Dosis-Wirkungskurve [Y = Bottom + (Top - Bottom) / (1 + 10-°95*°~X)] mit der
Statistiksoftware GraphPad Prism Version 5.01 firr Windows errechnet®. Sie betrug 0,24

ug/ml.

8 GraphPad Software, San Diego, CA, USA. Die Gleichung ist algemein gehalten und stellt die Nitrit-
Freisetzung ,Y* as Funktion des Logarithmus der OspC-Konzentration dar. Auf der X-Achse findet sich also
der Logarithmus der jeweiligen OspC-Konzentration. Die Variablen , Top* und ,, Bottom" spiegeln den jeweils
héchsten und niedrigsten Y-Wert wider. Die Variable ,,LogEC50" bezeichnet jenen X-Wert, bei dem sich Y auf
halbem Weg zwischen der hdchsten und der niedrigsten Nitrit-Freisetzung befindet. Dieser X-Wert wird auch
halb-maximaler Effekt (ECsg) genannt.

-B3-



3.1.2. Die Stimulation mit VISE

Das Oberfl&chenprotein VISE wurde in zwei Versuchsreihen zur Stimulation primérer Mikro-
gliazellen eingesetzt. Anhand der Messung von Nitrit konnte indirekt auf die von den Mikro-
gliazellen freigesetzte Stickstoffmonoxid-Menge geschlossen werden — und damit auf ihre
Immunaktivitét.

In der ersten Versuchsreihe wurden verhatnismaliig hohe Konzentrationen (bis zu 30 ug/ml)
von VIsE verwendet (vgl. Abbildung 8).
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Abbildung 8: Nitrit-Freisetzung in der ersten Versuchsreihe mit VISE. Die Messung der Konzentrationen erfolg-
te 48 Stunden nach Beginn der Stimulation. Dargestellt sind Mittelwert + Standardabweichung.



Bel einem Vergleich der beiden Gruppen (Proben mit und ohne Polymyxin B) fallt ein leicht-
er und in einem Fall sogar ein signifikanter Unterschied (p = 0,0478) auf (vgl. Abbildung 9).

Nitrit (M)

Abbildung 9: Neben den VIsE-Konzentrationen aus Abbildung 8 sind die ,, Gegenproben® mit Zusatz von 10
ng/ml Polymyxin B dargestellt. Die Messung erfolgte wie immer 48 Stunden nach Beginn der Stimulation. Ein-
gezeichnet sind die p-Werte, wenn man die Ergebnisse statistisch miteinander vergleicht (t-Test). Dargestellt
sind Mittelwert + Standardabweichung.

Die zweite Versuchsreihe (vgl. Abbildung 10 auf der ndchsten Seite) zeigt recht eindrucksvoll
eine dosisabhangige Freisetzung von Nitrit. Aber auch hier fiel zwischen der VIsE-
Konzentration 0,1 pg/ml und der ,, Gegenprobe® mit 10 ug/ml Polymyxin B ein signifikanter
Unterschied auf (p = 0,0133).
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Abbildung 10: Nitrit-Freisetzung in der zweiten Versuchsreihe 48 Stunden nach Beginn der Stimulation. Es

wurden relativ niedrige Konzentrationen von VIsE zur Stimulation eingesetzt (0.001 ug/ml bis 10 ug/ml). Die

eingezeichneten Zahlen und die dazugehérigen Querverbindungen (VISE 0.1/ VIsE 0.1 + PMB 10 sowie VISE

0.3/ VIsE 0.3 + PMB 10) geben die p-Werte im direkten Vergleich mit und ohne Zusatz von 10 pug/ml Polymy-
xin B an. Dargestellt sind Mittelwert + Standardabweichung.

Kontamination durch LPS: In der ersten Versuchsreihe fiel bereits ein signifikanter Unter-
schied bel einer der htheren VIsE-Konzentrationen (10 ug/ml) zwischen den Proben mit und
ohne PMB auf. Eine leichte Tendenz lief3 sich auch aus der Abbildung 10 ableiten. Noch wah-
rend der Durchfthrung der Versuche erhielt unsere Arbeitsgruppe die Moglichkeit, das ver-
wendete Protein im Forschungszentrum Borstel® auf eine mdgliche LPS-K ontamination un-
tersuchen zu lassen. Unter der wissenschaftlichen Leitung von Frau Gabriele Schramm wurde
dort ein LimulussAmobozyten-Lysat-Test (LAL-Test) durchgefiihrt. Dieses Testverfahren
wird unter anderem in der Umweltmedizin eingesetzt, um gesundheitsschadliche Endotoxine
in organischen Stauben nachzuweisen (Thorne et a. 2010). Bei der eigentlichen Testsubstanz,
dem Limulus-Amdbozyten-Lysat, handelt es sich um eine aus den Blutzellen (Amdbozyten)
des Pfeilschwanzkrebses (Limulus polyphemus) gewonnene Enzymkaskade, die bei Kontakt
mit LPS ein Farbsubstrat spaltet (Thorne et al. 2010). In der Natur fuhrt der Kontakt von LPS
und Amadbozyten Uber diese Enzymkaskade zu einer Aktivierung der Blutgerinnung. Die Er-

8 Forschungszentrum Borstel, Leibniz-Zentrum firr Medizin und Biowissenschaften, Borstel, Deutschland
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gebnisse dieser Untersuchung sind in Tabelle 3 zusammengefasst. Es bestétigte sich eine nicht

mehr durch PMB zu neutralisierende Verunreinigung des Oberfl&chenproteins VIsE.

LPS0,01 pg/ml | VISE 10 ug/ml | VISEO0,3 pg/ml | VISE 0,1 pg/ml | VISE 0,03 pg/m

28 EU/ml 4,3 EU/ml 2,7 EU/ml 2,1 EU/ml 1,1 EU/ml

Tabelle 3: Die obere, grau unterlegte Zeile gibt die LPS/VIsE-Konzentrationen an, welche zur Untersuchung
eingeschickt wurden. Die untere Zeile zeigt die gemessene L PS-Kontamination der Proben. Die Einheit EU steht
fir ,Endotoxin Unit* und ist ein international anerkanntes Mal3 zur Angabe der Verunreinigung. Dabel entspre-
chen 16,7 EU in etwa 1 ng LPS (personliche Mitteilung des Forschungszentrums Borstel, Leibniz-Zentrum fir
Medizin und Biowissenschaften, Borstel, Deutschland).

Keine Toxiztat: Die Ergebnisse des WST-1-Tests lieferten auch hier keine Auffélligkeiten.
Diein der Abbildung 11 durch die Saule ,,leere Kontrolle* gezeigten Lécher (, wells®) enthiel-
ten nur das Nahrmedium und das WST-1-Testreagenz. Da dort also keinerlel Zellen die en-
zymatische Spaltung des WST-1-Salzes durchfihren konnten, dienten diese Proben (Absorp-
tion des Salzes + Absorption des Nahrmediums) als Leerposition fir den Microplate-Reader.
In alen anderen Lochern der Kulturplatte war hingegen eine deutlich Uber diesem ,, Leerwert*
liegende Absorption messbar. In diesen Lochern wurde die Farbreaktion also durch lebende,
stoffwechsel aktive Zellen umgesetzt. Der WST-1-Test wurde 5 Tage nach Beginn der Stimu-
lation mit VISE durchgefiihrt. Zuvor waren zwei Messungen der Nitrit-Konzentration, einmal
nach 48 Stunden (siehe Abbildung 8) und einmal nach 5 Tagen (Abbildung nicht gezeigt), er-
folgt.
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Abbildung 11: WST-1-Test zur Bestimmung der Zellproliferation und Lebensfahigkeit bei den mit VISE stimu-
lierten Mikrogliakulturen. Esist keine Toxizitét erkennbar. Dargestellt sind Mittelwert + Standardabweichung.
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3.2. Dieintraventrikuléare Infusion von OspC

In den folgenden vier Kapiteln (3.2.1. bis 3.2.4.) werden die Ergebnisse der motorischen und
neuropsychologischen Testverfahren (Seiltest, Rotarod, Wasserlabyrinth) vorgestellt. Im An-
schluss daran behandeln die Kapitel 3.2.5. und 3.2.6. die Auswertung der histologischen

Schnitte sowie der Enzym-Immuntests zur Untersuchung der Gewebe-Homogenate.

3.2.1. Gesundheitszustand und Gewicht der Tiere

Um den Gesundheitszustand der Tiere neben der klinischen Inspektion auch anhand eines Un-
tersucher-unabhangigen Parameters einschétzen zu konnen, wurde das Gewicht der Tiere re-
gelmaliig vor Beginn der motorischen Tests (Selltest und Rotarod) mit einer herkémmlichen
Waage erfasst und notiert. Bei einem Gewichtsverlust von mehr als 15% des Ausgangsge-
wichts wurde das Tier als schwer krank eingestuft und — um ihm Leid zu ersparen — getotet
(siehe auch Abbruchkriterien in Kapitel 2.4.1.). Die Abbildung 12 zeigt das mediane Gewicht
aler Tiere vom Beginn der Trainingsphase (Tag -3) bis zur letzten Versuchswoche, in wel-
cher die Wasserlabyrinth-Laufe mit versetzter Plattform sechsmal taglich stattfanden (siehe
Kapitel 2.4.4.). Um die Tiere nicht noch zusétzlich zu diesem korperlich und geistig aul3erst
anstrengenden Test zu belasten, wurde ab Tag 24 weder gewogen noch einer der motorischen
Tests durchgefihrt.

In der Abbildung 12 erkennt man, dass das mediane Gewicht wahrend der 28 Versuchstage
leicht anstieg: in der OspC-Gruppe ndmlich von 24,1 g (an Tage -3) auf 27,1 g (an Tag 23)
und in der Kontroll-Gruppe von 22,7 g auf 26,9 g. Dieser Gewichtsanstieg l&sst sich damit er-
kléren, dass die Tiere zu Versuchsbeginn erst ein Alter von ca. 6 — 8 Wochen erreicht hatten
und somit noch nicht ausgewachsen waren®. Nimmt man aus allen Messungen einer Gruppe
den Median, so lagen die OspC-Tiere bei 25,34 g und die Kontrolltiere bei 24,72 g. Ein signi-

fikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen war somit nicht zu erkennen (p = 0,19).

% Dieim Internet auf der Seite der Zuchtfirma, Charles River, zu findenden Wachstumskurven zeigen, dass das
Gewicht der Tiere konstant im zu erwartenden Bereich lag:
http://www.criver.conm/SiteCollectionDocuments'rm_rm_c_C57BL6_mouse weight_chart.pdf
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Abbildung 12: Gewicht beider Versuchsgruppen im Verlauf. Die Daten sind im Median + Interquartilabstand
dargestellt.

3.2.2. Selltest und Rotarod

Wie bereits im Material-und-Methoden-Tell geschildert, wurden mit Seiltest und Rotarod die
motorischen Fahigkeiten der Tiere Uberprtft. In beiden Tests konnte kein signifikanter Unter-
schied zwischen den beiden Gruppen festgestellt werden. Weder die Pumpenimplantation
noch die Infusion bakterieller Bestandteile schrénkte die motorischen Fahigkeiten, die Balan-
ce oder die Koordination der Tiere mal3geblich ein. Auch vom klinischen Erscheinungsbild
waren beide Gruppen nicht voneinander zu unterscheiden. Es gab keinerlei Anzeichen fir ei-
ne Infektion, Entziindung oder Krankheit. In der letzten Woche vor der Totung fanden keine
motorischen Tests statt, um die Tiere zu schonen.

Seiltest: Wahrend des gesamten Versuchszeitraums war im Selltest keine Beeintréchtigung
einer der beiden Gruppen zu erkennen. Diese Einschatzung spiegelt sich auch in der Auswer-
tung der Testergebnisse wieder (Abbildung 13). Die medianen (25./75. Perzentile) Testergeb-
nisse im Seiltest waren: 2,3 (1,5/2,8) fur OspC vs. 3,4 (1,8/3,6) fur die Kontrollen (p = 0,2).
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Abbildung 13: Testergebnisse des Seiltests (in Punkten gemal3 Tabelle 1). Die Daten sind im Median + Inter-
guartilabstand an den einzelnen Versuchstagen dargestellt. Insgesamt konnten 20 Punkte erreicht werden. Dabei
steht eine hohe Punktzahl fur ein schlechtes Ergebnis (schlechte motorische Fahigkeiten).

Rotarod: Auch beim Rotarod-Test (Abbildung 14) schlugen sich beide Gruppen gleich gut.
Die Zeit auf dem Rotarod betrug im Median (25./75. Perzentile) 221,1 Sekunden
(198,8/230,8) fur OspC vs. 229,9 Sekunden (211,2/238) fur die Kontrollen. Ein signifikanter
Unterschied lief3 sich auch hier nicht erkennen (p = 0,34).
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Abbildung 14: Zeit auf dem Rotarod (in Sekunden). Die Daten sind im Median + Interquartilabstand an den
einzelnen Versuchstagen dargestellt.
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3.2.3. DasMorris-Wasserlabyrinth

Zur Beurtellung der Laufe im Morris-Wasserlabyrinth wurden die drei Parameter Zeit, Stre-
cke und Geschwindigkeit herangezogen. Zur besseren Ubersicht wurde die statistische Aus-
wertung in die drei Versuchsphasen Trainingsléufe, Kontrolllaufe und Laufe mit versetzter

Plattform untereilt.

3.2.3.1. Die Trainingsléaufe

Zeit: In diesem Test wurde die Zeit bis zum Erreichen der Unterwasserplattform gemessen
(Abbildung 15). Nach spéatestens 90 Sekunden wurde der Versuch abgebrochen und die Zeit
dann mit 91 Sekunden bewertet. Die Zeiten betrugen im Median (25./75. Perzentile) 46 Se-
kunden (38,5/60,7) fur OspC vs. 43,2 Sekunden (40,8/53,1) fur die Kontrollen. Ein signifi-
kanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen bestand nicht (p = 0,94).
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Abbildung 15: Zeit bis zum Erreichen der Plattform im Morris-Wasserlabyrinth (Trainingsléufe). Dargestellt
sind Median + Interquartilabstand der einzelnen Trainingseinheiten. Je zwei Trainingseinheiten fassen die sechs
Laufe eines Tages zusammen (Tag -3: Einheit 1+2; Tag -2: Einheit 3+4; Tag -3: Einheit 5+6). Die erste Trai-
ningseinheit eines Tages (1, 3, 5) fand immer morgens, die zweite immer nachmittags (2, 4, 6) statt.

Strecke: Die wahrend der Versuchszeit zurlickgelegte Strecke (in cm) wurde mit Hilfe des
Videomot-2.0-Computerprogramms™ aufgezeichnet (Abbildung 16). Es bestand kein signifi-
kanter Unterschied zwischen beiden Gruppen (p = 0,59). Im Median (25./75. Perzentile) lag
die zuriickgelegte Strecke der OspC-Gruppe bei 495,1 cm (293,5/671,7), die der Kontroll-
Gruppe bel 312,3 cm (271,7/709,6).

¥ TSE Systems, Bad Homburg, Deutschland
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Abbildung 16: Geschwommene Strecke im Morris-Wasserlabyrinth (Trainingslaufe). Dargestellt sind Median +
Interquartilabstand der einzelnen Trainingseinheiten. Je zwei Trainingseinheiten fassen die sechs Laufe eines
Tages zusammen (Tag -3: Einheit 1+2; Tag -2: Einheit 3+4; Tag -3: Einheit 5+6). Die erste Trainingseinheit ei-
nes Tages (1, 3, 5) fand immer morgens, die zweite immer nachmittags (2, 4, 6) statt.

Geschwindigkeit: Aus der gemessenen Strecke und der bendtigten Zeit wurde die Geschwin-
digkeit (cm/s) errechnet (Abbildung 17). Diese betrug im Median (25./75. Perzentile) fur
OspC 13,8 cm/s (12,5/15,5) und fur die Kontrollen 13,5 cm/s (11/15,3). Ein signifikanter Un-

terschied konnte nicht errechnet werden (p = 0,7).
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Abbildung 17: Schwimmgeschwindigkeit im Morris-Wasserlabyrinth (Trainingsldufe). Dargestellt sind Median
+ Interquartilabstand der einzelnen Trainingseinheiten. Je zwei Trainingseinheiten fassen die sechs Laufe eines
Tages zusammen (Tag -3: Einheit 1+2; Tag -2: Einheit 3+4; Tag -3: Einheit 5+6). Die erste Trainingseinheit ei-
nes Tages (1, 3, 5) fand immer morgens, die zweite immer nachmittags (2, 4, 6) statt.
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3.2.3.2. DieKontrolllaufe

Zeit: Anden Tagen 12 und 24 wurde jede Maus erneut in das Wasserlabyrinth gesetzt, um das
Erinnerungsvermogen zu testen. Pro Tag wurden drei Laufe durchgefthrt. Die Plattformposi-
tion und der Eintrittspunkt der Tiere in das Becken blieben unveréndert. Ein signifikanter Un-
terschied in der Zeit bis zum Erreichen der Plattform bestand zwischen den beiden Gruppen
nicht (p = 0,31). Im Median (25./75. Perzentile) bendtigten die OspC-Tiere 19,4 Sekunden
(16,4/25,9) und die Kontrollen 23,1 Sekunden (20,8/32,6).
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Abbildung 18: Zeit bis zum Erreichen der Plattform im Morris-Wasserlabyrinth (Kontrolllaufe). Dargestellt sind
Median + Interquartilabstand aller sechs Laufe. Die Kontrolllaufe 1, 2 und 3 fanden am Versuchstag 12 statt; die
Kontrolllaufe 4, 5 und 6 hingegen am Versuchstag 24.

Strecke: Auch in der insgesamt zurlickgel egten Strecke konnte kein signifikanter Unterschied
zwischen beiden Gruppen festgestellt werden (p = 0,7). Die Mediane (25./75. Perzentile) la
gen bei 254,4 cm (189,7/347) fur OspC vs. 239,3 cm (214,8/392,9) fur die Kontrollen.
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Abbildung 19: Geschwommene Strecke im Morris-Wasserl abyrinth (Kontrolllaufe). Dargestellt sind Median +
Interquartilabstand aller sechs Laufe. Die Kontrolllaufe 1, 2 und 3 fanden am Versuchstag 12 statt; die Kontroll-
laufe 4, 5 und 6 hingegen am Versuchstag 24.

Geschwindigkeit: Bel einem Vergleich der Schwimmgeschwindigkeiten schlugen sich die
Méause mit OspC-Infusion im Median (25./75. Perzentile) mit 13,7 cm/s (12,9/14,3) nicht sig-
nifikant anders als die Mause mit der Tris-Pufferldsung. Diese erreichten im Median (25./75.
Perzentile) eine Geschwindigkeit von 13,6 cm/s (12,4/14,1) (p = 0,94).
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Abbildung 20: Schwimmgeschwindigkeit im Morris-Wasserlabyrinth (Kontrollldufe). Dargestellt sind Median
+ Interquartilabstand aller sechs Laufe. Die Kontrolllaufe 1, 2 und 3 fanden am Versuchstag 12 statt; die Kont-
rolllaufe 4, 5 und 6 hingegen am Versuchstag 24.



3.2.3.3. Die Laufe mit versetzter Plattform

Zeit: Die Zeiten nach Veranderung der Plattformposition um 180° (Englisch: spatia reversal)
betrugen im Median (25./75. Perzentile) 22,6 Sekunden (13,8/45) fir OspC vs. 23,6 Sekunden
(29,6/42,1) fur die Kontrollen (Abbildung 21). Ein signifikanter Unterschied zwischen den
beiden Gruppen bestand nicht (p = 0,82).
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Abbildung 21: Zeit bis zum Erreichen der Plattform im Morris-Wasserlabyrinth (Laufe mit versetzter Platt-
form). Dargestellt sind Median + Interquartilabstand der einzelnen Trainingseinheiten. Je zwei Trainingseinhei-
ten fassen die sechs Laufe eines Tages zusammen (Tag 25: Einheit 1+2; Tag 26: Einheit 3+4; Tag 27: Einheit
5+6). Die erste Trainingseinheit eines Tages (1, 3, 5) fand immer morgens, die zweite immer nachmittags (2, 4,
6) statt.

Srecke: Die von den Tieren zurlickgelegten Strecken in dem verénderten Wasserlabyrinth
waéhrend der letzten Versuchstage betrugen im Median (25./75. Perzentile) 282 cm
(166,7/503,6) fur OspC vs. 240,5 cm (158,1/365,6) fur die Kontrollen (Abbildung 22). Ein
signifikanter Unterschied konnte nicht festgestellt werden (p = 0,82).
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Abbildung 22: Geschwommene Strecke im Morris-Wasserlabyrinth (L&ufe mit versetzter Plattform). Dargestel It
sind Median + Interquartilabstand der einzelnen Trainingseinheiten. Je zwei Trainingseinheiten fassen die sechs
Laufe eines Tages zusammen (Tag 25: Einheit 1+2; Tag 26: Einheit 3+4; Tag 27: Einheit 5+6). Die erste Trai-
ningseinheit eines Tages (1, 3, 5) fand immer morgens, die zweite immer nachmittags (2, 4, 6) statt.

Geschwindigkeit: Die Durchschnittsgeschwindigkeit im Morris-Wasserlabyrinth lag bei den
Laufen mit versetzter Plattform im Median (25./75. Perzentile) bel 14,2 cm/s (13,5/14,9) fur
OspC vs. 13,6 cm/s (12,5/14,9) fur die Kontrollen. Ein signifikanter Unterschied der beiden
Gruppen bestand auch hier nicht (p = 0,7).
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Abbildung 23: Schwimmgeschwindigkeit im Morris-Wasserlabyrinth (Laufe mit versetzter Plattform). Darges-
tellt sind Median + Interquartilabstand der einzelnen Trainingseinheiten. Je zwel Trainingseinheiten fassen die
sechs Laufe eines Tages zusammen (Tag 25: Einheit 1+2; Tag 26: Einheit 3+4; Tag 27: Einheit 5+6). Die erste
Trainingseinheit eines Tages (1, 3, 5) fand immer morgens, die zweite immer nachmittags (2, 4, 6) statt.
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3.2.4. Eine abschlie3ende Anmerkung zu den Tester gebnissen

Aus den Ergebnissen in Kapitel 3.2. lasst sich kein statistisch signifikanter Unterschied zwi-
schen den beiden V ersuchsgruppen herleiten. Weder die OspC- noch die Kontrolltiere zeigten
sich in ihrer Leistungsfahigkeit durch das implantierte Pumpensystem merklich einge-
schrankt. Im zeitlichen Verlauf erkennt man sogar bei beiden Gruppen eine Leistungsverbes-
serung in jedem der drel Testverfahren (Seiltest, Rotarod, Wasserlabyrinth). Beim Morris-
Wasserlabyrinth wird dies insbesondere bei Betrachtung des Parameters ,, Zeit, aso der La-
tenz bis zum Erreichen der versteckten Plattform, sehr deutlich: Die mediane Zeit aller Laufe
zu Beginn des Experiments (Tag -3, Tag -2 und Tag -1) lag fur die OspC-Gruppe bei 46 Se-
kunden und firr die Kontroll-Gruppe bei 43,2 Sekunden®. Bei den Wasserlabyrinth-L&ufen an
den letzten drei Versuchstagen (Tag 25, 26 und 27) betrug diese Zeit hingegen nur noch 22,6
Sekunden fiir die OspC-Tiere und 23,6 Sekunden fiir die Kontroll-Tiere®. Es ist aso eine
deutliche Leistungsverbesserung zu erkennen. Durch das sténdige Wiederholen und Eintiben
der Aufgabe scheint hier ein Lerneffekt bel beiden Gruppen eingetreten zu sein. Neben einem
konstanten Gewicht® spricht dies fiir einen guten Gesundheitszustand der Tiere.

3.2.5. Histologie

Dieses Kapitel beschéftigt sich mit der histopathol ogischen Untersuchung der Gehirnschnitte.
Die immunhistochemischen Farbemethoden und das In-situ-tailing ermdglichten den spezifi-
schen Nachweis verschiedener Zelltypen (B-Zellen, T-Zellen, Makrophagen, Astrozyten) so-
wie Zdlzustande (apoptotische Neurone, aktivierte Mikrogliazellen, axonale Schaden). Zu-
sétzlich wurden der hippokampale Gyrus dentatus und die subventrikulére Zone des Seiten-
ventrikelunterhorns mit einer Bildanalyse-Software vermessen und die dortige Zelldichte er-
rechnet®™. Strukturelle Schaden und entziindliche Prozesse wurden unter Einsatz der HE- und
LFB-PAS-Farbungen dargestellt™. Besonderes Augenmerk wurde bei der Durchsicht der
Préparate auf die Ependym-Hirn-Grenze adler Ventrikel, den frontalen Neokortex, den Hippo-
kampus und den Hirnstamm gelegt.

8 vgl. die Messergebnisse in Kapitel 3.2.3.1.
8 vgl. die Messergebnisse in Kapitel 3.2.3.3.
8 vgl. Abbildung 12 in Kapitel 3.2.1.

©vgl. die Erlauterungen in Kapitel 2.4.9.

% vgl. Kapitel 2.4.8.
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3.2.5.1. Allgemeine Beobachtungen

Keine Nekrose, kein ependymaler Schaden und keine Demyelinisierung: Es konnten weder
in den mit Hamalaun-Eosin (HE) noch in den mit Luxol Fast Blue und Periodic acid-Schiff
(LFB-PAS) gefarbten Praparaten Schaden am Ventrikel system oder an ependymalen Struktu-
ren festgestellt werden. Gerade hier — insbesondere am rechten Seitenventrikel — hétte man
jedoch aufgrund der réumlichen Nahe von Infusionskanile und Hirngewebe am ehesten Ver-
anderungen erwarten kénnen®. Auch gab es keinerlei Anzeichen fiir nekrotische oder ent-
zundliche Prozesse (Vaskulitits, Meningitis) in den Gehirnen beider Gruppen. Beweise fir ei-
ne Demyelinisierung neuronaler Axone — eigentlich durch die LFB-PAS-Farbung sehr gut
darstellbar (Mulisch und Welsch 2010) — suchte man ebenfalls in allen Schnitten vergeblich.
Kein Nachweis von B-Zellen, T-Zellen oder Makrophagen: Eine gezielte Einwanderung pe-
ripherer Immunzellen in das zentrale Nervensystem konnte in keinem Schnitt beobachtet wer-
den. Es fanden sich lediglich ein paar B-Zellen (Uber CD45/B220), T-Zellen (Uber CD3) oder
Makrophagen (Uber Mac-3) in den frontalen Neokortizes einiger Tiere sowie vereinzelte T-
Zellen in den Geféal3zwischenrdumen. Es gab jedoch bei beiden Versuchsgruppen keinerlei
Hinweise auf entztindliche Prozesse oder auffallige Zellansammlungen.

OspC aktivierte Mikrogliazellen in vivo: Die Abbildungen 4, 5, 6 und 7 in Kapitel 3.1.1. zei-
gen recht eindrucksvoll die vergleichsweise starken stimulierenden Eigenschaften von OspC
invitro. Aufgrund dieser Erkenntnisse war auch im Tierversuch mit einem &hnlichen Ergebnis
zu rechnen: Das lonized-Calcium-Binding-Adaptor-Molecule-1 (Iba-1), welches wir gezielt
mittels der in Kapitel 2.4.6. beschriebenen immunhistochemischen Verfahren anfarben konn-
ten, wird von aktivierten Mikrogliazellen vermehrt exprimiert. Das Protein ist an komplexen
Umbauprozessen im Zytoskelett beteiligt und ermoéglicht der Zelle so ihre morphologische
Umwandlung bei Aktivierung (Sasaki et al. 2001). Durch den immunhistochemischen Nach-
weis von lba-1 kann nun relativ einfach zwischen ruhenden und aktiven Mikroglia unter-
schieden werden. Iba-1-markierte Zellen wurden bei der Durchsicht der Praparate sowohl im
hippokampalen Gyrus dentatus als auch in der subventrikuldren Zone des Seitenventrikelun-
terhorns (SV Z) entdeckt (Abbildung 24). Fur beide Regionen wurden Berechnungen zur Zell-
dichte durchgefuihrt. Deren Auswertung erfolgt zur besseren Ubersicht im nachsten Kapitel
3.2.5.2. An dieser Stelle sei nur noch erwéhnt, dass sich weder im frontalen Kortex noch im
Hirnstamm Iba-1-markierte Zellen finden lief3en.

%2 vgl. hierzu Kapitel 2.4.2., in welchem das Operationsverfahren zur Implantation der Kaniile beschrieben wird.
Die Infusionskanile wurde bel allen Tieren im rechten Seitenventrikel platziert. Somit war dort — trotz konti-
nuierlicher Liquor-Zirkulation im Ventrikelraum — mit der héchsten K onzentration an OspC zu rechnen.
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Abbildung 24: Iba-1-markierte Mikrogliazellen im hippokampalen Gyrus dentatus bei einem Tier mit OspC-
Infusion.

Signifikanter axonaler Schaden bel den OspC-Méausen: Das Amyloid-Precursor-Protein
(Amyloid-Vorléuferprotein, APP) wird unter physiologischen Bedingungen von seinem Ort
der Synthese, dem Perikaryon eines Neurons, anterograd zum distalen Ende des Axons trans-
portiert (Brunholz et al. 2012). Wird das Axon durchtrennt oder ist der Transport aufgrund ei-
ner Schadigung nicht mehr moglich, sammeln sich die synthetisierten Proteine am proximalen
Ende des betroffenen Axons an (Koo et al. 1990). Diese Proteinanhéufungen — und damit in-
direkt der axonale Schaden — kdnnen nun immunhistochemisch dargestellt werden. Das Aus-
mal3 des axonalen Schadens wurde vier Wochen nach Beginn der Infusion anhand einer semi-
quantitativen Punkteskala erfasst®. Interessanterweise konnten in 9 von 10 Mé&usen aus der
OspC-Gruppe axonae Schaden diagnostiziert werden. Bei der Kontroll-Gruppe zeigten hin-
gegen nur 3 Tiere erkennbare Schaden.

Die Abbildungen 25 und 26 zeigen den axonalen Schaden durch die Anférbung von APP im
Corpus callosum. Statistisch betrachtet wiesen 6 der 9 betroffenen OspC-Tiere in ihren Prapa-

raten moderate (3-4 Lasionen) oder schwere (>4 Lasionen) Schaden auf. Diese befanden sich

% \/gl. Tabelle 2 in Kapitel 2.4.9.
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vorwiegend in direkter Nachbarschaft zum rechten Seitenventrikel — dem Ort der Infusion —
oder dem Corpus Calosum. In zwel Tieren waren sogar deutliche Schéden in der kontralate-
ralen Hemisphére zu erkennen. Der axonale Schaden bei den drei betroffenen Tieren der
Kontrollgruppe war nur als minimal (1-2 Lasionen) einzustufen. Er konnte auch nur in der
rechten Hemisphare beobachtet werden. Bel der mikroskopischen Untersuchung der HE- und
LFB-PAS-Schnitte fanden sich keine Anzeichen fir morphologische Veranderungen (Isché&
mie, neuronale Schadigung) in der Umgebung der Lasionsorte. Dort konnten auch keine ein-
gewanderten Immunzellen (Leukozyten, Makrophagen) oder Entziindungsherde entdeckt
werden. Es lieffen sich keine geschédigten Axone im Hirnstamm oder im frontalen Kortex
nachweisen. Insgesamt zeigten die mit OspC behandelten Tiere jedoch signifikant schwerere
axonale Schaden als die Kontrolltiere (p = 0,0062).

- e

Abbildung 25: Axonale Schaden im Corpus callosum durch Anférbung von APP bei einem Tier mit OspC-
Infusion.
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Abbildung 26: Axonale Schaden im Corpus callosum durch Anférbung von APP bei einem Tier mit OspC-
Infusion.

3.2.5.2. Der Gyrus dentatus und die subventrikulare Zone

Heutzutage hat sich in der Wissenschaftswelt die Erkenntnis durchgesetzt, dass sowohl der
hippokampale Gyrus dentatus als auch die subventrikuldre Zone des Seitenventrikelunter-
horns (SVZ) von grof3er Bedeutung fur die Erforschung der adulten Neurogenese sind (Zhao
et al. 2008, Mattiesen 2008, Imayoshi et a. 2009, Ma et a. 2009, Beukelaers et al. 2012). Um
einen Effekt der intrathekalen Infusion auf die dortigen Zellen mdglichst genau erfassen zu
kénnen, wurden beide Hirnregionen mit Hilfe einer Bildanal yse-Software vermessen und die
Dichte der einzelnen Zelltypen (aktivierte Mikrogliazellen, Astrozyten, apoptotische Neuro-
ne) errechnet. Das genaue Vorgehen wurde bereitsin Kapitel 2.4.9. geschildert. Die folgenden
beiden Abschnitte befassen sich mit der statistischen Auswertung.

Analyse des Gyrus dentatus. Im vorherigen Kapitel war bereits angemerkt worden, dass die
kontinuierliche Exposition von OspC zu einer Aktivierung von Mikrogliazellen im Gyrus
dentatus fuhrte (Abbildung 24, aktivierte Mikroglia Gber Iba-1 markiert). Vergleicht man nun
die Schnitte aus der Kontrollgruppe mit jenen der OspC-Gruppe, so erreicht dieser Unter-
schied auch statistische Signifikanz (p = 0,043). Ein signifikanter Unterschied zwischen dem
linken und dem rechten Gyrus dentatus konnte nicht festgestellt werden.
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Das Glial-Fibrillary-Acidic-Protein (Saures Gliafaserprotein, GFAP) dient schon seit langem
in Forschung und klinischer Diagnostik als immunhistochemischer Marker fur den Nachweis
von Astrozyten (Lullmann-Rauch 2003, Mulisch und Welsch 2010). Das Protein gehort zur
Gruppe der Intermediarfilamente und ist fir die mechanische Stabilitét des astrozytdren Zy-
toskeletts von entscheidender Bedeutung (Lullmann-Rauch 2003). Als Folge einer akuten
Schadigung oder Zerstérung von Nervengewebe kann es zu einer reaktiven Astrogliose kom-
men. Ahnlich der Aktivierung von Mikrogliazellen durchlaufen die betroffenen Astrozyten
dann charakteristische Verdnderungen in ihrer Morphologie und ihrem Stoffwechsel. So wird
beispielsweise vermehrt GFAP exprimiert und das verletzte Hirnareal letztendlich von einer
Glianarbe umgeben (McGraw et al. 2001, Sofroniew 2009). Bel der Untersuchung der Hirn-
schnitte konnte jedoch weder eine reaktive Astrogliose noch ein signifikanter Unterschied in
der Astrozyten-Dichte [Zellen/mm?] zwischen den beiden Gruppen festgestellt werden. Die
Mediane (25./75. Perzentile) lagen hier bei 84,5 (55,2/123,7) Astrozyten/mm? fir OspC vs.
76,5 (37,6/100,4) Astrozyten/mm? fiir die Kontrollen (p = 0,278).

In diesem Experiment wurden apoptotische Nervenzellen durch die Kombination zweier ver-
schiedener Verfahren (In-situ-tailing und morphologische Kriterien) identifiziert®. Eine An-
héufung apoptotischer Nervenzellen im Gyrus dentatus konnte weder in den Gehirnen der
OspC-Tiere noch in den Gehirnen der Kontroll-Tiere beobachtet werden. Beide Gruppen un-
terschieden sich nicht signifikant voneinander (p = 0,965). Die Dichte apoptotischer Zellen
betrug im Median (25./75. Perzentile) 2,6 (0/7,1) Zellen/mm? fiir OspC vs. 2,5 (0/6,4) Zel-
len/mm? fiir die Kontrollen.

Analyse der SVZ: Durch das Zahlen aler Iba-1-markierten Mikrogliazellen innerhalb eines
Bereichs von 50 um lateral der Seitenventrikel konnte deren Anzahl pro Millimeter Seiten-
lange der SVZ berechnet werden®™. Tendenziell wurden in den subventrikul&ren Zonen der
OspC-Tiere mehr aktivierte Mikrogliazellen gefunden als in denen der Kontrolltiere. Dieser
Unterschied erreichte jedoch keine statistische Signifikanz (p = 0,274). Auch gab es keinen
statistisch nachweisbaren Unterschied an Iba-1-geférbten Zellen zwischen der linken und der
rechten SVZ*,

% vgl. Kapitel 2.4.7.

% vgl. Kapitel 2.4.9.

% Sowohl die Einbettung als auch das anschlieBende Aufbringen der Schnitte auf den Objekttrager erfolgte im-
mer nach dem gleichen Ordnungssystem. Nur so konnte eine eindeutige Unterscheidung zwischen linker und
rechter Hirnhélfte am fertigen Préparat gewahrleistet werden.
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3.2.6. Die Untersuchung der Gewebe-Homogenate

Kein signifikanter Unterschied zwischen OspC und Kontrolle: Wahrend die Auswertung der
in-vitro-Versuchsdaten eine deutliche dosisabhéngige Freisetzung von TNF-a, IL-6 und
CXCL1 in den Uberstanden der Kulturplatten zeigte®’, konnten in den Gewebe-Homogenaten
der OspC-Maéuse keine signifikant erhohten Zyto- und Chemokin-Spiegel im Vergleich zur
Kontroll-Gruppe gemessen werden. Die Mediane (25./75. Perzentile) der TNF-a-
Konzentrationen betrugen im frontalen Kortex 25,5 (23,4/28,9) pg/ml fur OspC vs. 26,7
(24,7/27,3) pg/ml fur die Kontrollen. Ein signifikanter Unterschied bestand nicht (p = 0,97).
Ahnlich sah es fir TNF-o im Kleinhirn aus: 111,4 (88,3/134,3) pg/ml fir OspC vs. 96,8
(81,5/144,5) pg/ml fur die Kontrollen. Der p-Wert zeigte auch hier keine statistische Signifi-
kanz (p = 0,76).

40
= 30+
B
Q.
— 20-
3
LL
Z 10~
0 Y
i ¢

Abbildung 27: TNF-a-Spiegel im frontalen Kortex. Dargestellt sind Median + Interquartilabstand.

vgl. Kapitel 3.1.1.
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Abbildung 28: TNF-a-Spiegel im Kleinhirn. Dargestellt sind Median + Interquartilabstand.

Im Gegensatz zu dieser eher ernichternden Erkenntnis stand die Messung der CXCL13-
Spiegel: Auch hier konnte zwar kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen
festgestellt werden, doch zeigten die OspC-Tiere eine klare Tendenz zu héheren Werten. So
lag der Median (25./75. Perzentile) der CXCL13-Konzentrationen im frontalen Kortex bel 5,8
(0,09/20,2) pg/ml fur OspC vs. 0,09 (0/5,6) pg/ml fur die Kontrollen. Es zeigte sich jedoch
kein statistisch signifikanter Unterschied (p = 0,22). Noch deutlicher wird diese Tendenz bei
einem Vergleich der CXCL13-Messungen in den Kleinhirn-Homogenaten beider Gruppen.
Die medianen Konzentrationen (25./75. Perzentile) betrugen hier 28,5 (24/45,6) pg/ml fir
OspC vs. 18,3 (9,7/29,5) pg/ml fur die Kontrollen. Das statistische Signifikanzniveau von o <
0,05 wurde hier knapp verfehlt (p = 0,055).
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Abbildung 29: CXCL13-Spiegel im frontalen Kortex. Dargestellt sind Median + Interquartilabstand.
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Abbildung 30: CXCL13-Spiegel im Kleinhirn. Im Graphen ist eine Tendenz zu héheren Konzentrationen bei
den mit OspC behandelten Tieren zu erkennen. Der Unterschied zur Kontrollgruppe erreichte jedoch keine statis-
tische Signifikanz (p = 0,055). Dargestellt sind Median + Interquartilabstand.
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4. Diskussion

Von den zahllosen klinischen Manifestationsformen der Lyme-Borreliose zahlt das Erythema
migrans sicherlich zu den héufigsten Symptomen einer Infektion mit Borrelia burgdorferi
(Huppertz et a. 1999, Kaiser et a. 2008, Satz 2010). In diesem ersten Krankheitsstadium
bleibt die Infektion im Wesentlichen auf die Einstichstelle beschrénkt (,lokalisiertes Sta-
dium®). Gelingt es dem Erreger jedoch, die erste Abwehrfront des Wirtes zu Uberwinden,
kann er sich im gesamten Korper ausbreiten und faktisch alle Organe befallen (Ubergang in
das Stadium 11 bzw. 111). In den allermeisten Fallen sind die Haut (Borrelien-Lymphozytom,
Acrodermatitis chronica atrophicans), der Bewegungsapparat (Arthritiden), das Herz (Kardi-
tis) oder das Nervensystem betroffen. Diese Arbeit konzentrierte sich auf die Erforschung von
Immunreaktionen im zentralen Nervensystem (ZNS) durch zwel sehr immunogene Bestand-
teile des Bakteriums: das Quter surface protein C (OspC) und das variable major protein-like
sequence expressed (VISE). Beide Proteine wurden in Zellkulturexperimenten eingesetzt, um
murine Mikrogliazellen zu stimulieren. Durch die Bestimmmung des Nitrit-Gehaltes der Pro-
ben und durch die Messung verschiedener proinflammatorischer Zyto- und Chemokine (TNF-
a. IL-6, CXCLI, CXCL13) konnte die Immunreaktivitét der Zellen beurteilt werden. Die in
diesen Versuchen gewonnenen Daten wurden schlief3lich auf ein Tierexperiment Ubertragen,
das die pathophysiologischen Prozesse bel einer chronischen Borrelien-Infektion des zentra-
len Nervensystems imitieren sollte. Der Versuchsaufbau, die Messmethoden und auch die Er-
gebnisse wurden bereits ausfihrlich in den vorangegangenen Kapiteln besprochen. Von gro-
3em Interesse fur die moderne Infektionsforschung — insbesondere im Hinblick auf die Ent-
wicklung von neuen Medikamenten — sind jedoch die einzelnen zelluléaren und molekularen
Mechanismen, welche letzten Endes diese Immunreaktionen ausldsen und auch aufrechterhal -
ten kénnen. Aus diesem Grund mdchte ich im folgenden Kapitel etwas genauer auf die patho-
physiologischen Prozesse der Neuroborreliose eingehen, die Erkenntnisse der zuvor beschrie-
benen Experimente zusammenfassen und auch versuchen, diese mit der neueren Forschungsli-

teratur zu vergleichen sowie gegebenenfalls kritisch zu hinterfragen.

4.1. Pathomechanismen der Neuroborreliose

Die Neuroborreliose des Erwachsenen gilt in Europa als die zweithaufigste Manifestations-
form einer akuten Infektion mit Borrelia burgdoferi (Kaiser et a. 2008). Die epidemiologi-

schen Daten einzelner Autoren variieren hier zwar leicht, doch scheint man sich einig zu sein,
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dass die Erkrankungshaufigkeit im Allgemeinen unterschétzt wird (Huppertz et al. 1999, Satz
2010). In einer der bekanntesten deutschen Studien aus dem Raum Wirzburg konnte bel 3%
der Borreliose-Patienten eine Mitbeteiligung des Nervensystems nachgewiesen werden (Hup-
pertz et al. 1999). Satz schétzt diese Zahl etwas hoher ein und halt eine Neuroborreliose in
Uber 10% der Erkrankungsfalle fur wahrscheinlich (Satz 2010). Amerikanische Forscher se-
hen eine Neuroborreliose sogar bel 10% bis 15% der unbehandelten Borreliose-Patienten
(Ramesh et al. 2009).

In Europa manifestiert sich die Neuroborreliose des Erwachsenen bevorzugt in Form des Ga-
rin-Bujadoux-Bannwarth-Syndroms, einer akuten Erkrankung des peripheren Nervensystems
(PNS), welche klassischerweise zu Hirnnervenausféllen (ca. 60% der Betroffenen) und sogar
Lahmungen von Extremitaten fihren kann (Kaiser et a. 2008). Wie bel jeder Neuroborreliose
muss hier mit entziindlichen Verénderungen im Liquor gerechnet werden, sodass per se auch
von einer Mitbeteiligung des zentralen Nervensystems (ZNS) gesprochen werden kann (Kai-
ser et a. 2008). Eigenstandige Erkrankungen des ZNS — hervorgerufen durch eine Infektion
mit Borrelia burgdorferi — treten in der Regel sehr selten auf und machen sich dann meist als
Myelitis oder Enzephalitis bemerkbar. Der Symptomenvielfalt (Blasenstérungen, Paresen,
Gangbildveranderungen, Nervenausfélle) sind hier fast keine Grenzen gesetzt (Poeck und Ha-
cke 2006).

Die neuere Forschung nimmt mittlerweile an, dass bel einer Infiltration des zentralen Nerven-
systems (ZNS) durch Borrelia burgdorferi den dort anséssigen Abwehrzellen des angeborenen
Immunsystems, allen voran den Mikrogliazellen, eine Schltsselrolle bel der Infektabwehr zu-
kommt. Uber ein komplexes Rezeptorsystem (pattern recognition receptors, PRRs) konnen
diese Zellen ndmlich eine grof3e Bandbreite infektitser Pathogene wie Viren, Bakterien und
Pilze erkennen, was die friihzeitige Einleitung von Gegenmalinahmen ermdglicht®® (Kielian
und Mariani 2009). Bel einer beginnenden Neuroborreliose wird der weitere Krankheitsver-
lauf wohl ganz entscheidend von dieser ersten Reaktion des angeborenen Immunsystems be-
einflusst. Sie entscheidet dartiber, ob es zur Ausheilung kommt oder die Infektion voran-
schreitet (Satz 2010). Kdnnen die Mikrogliazellen das Bakterium selbst oder auch nur einzel-
ne Bestandteile der toten Spirochéte — wie beispiel sweise die Oberfldchenantigene OspC und

VIsE — erkennen, wechsaln diese von einem ,, Ruhezustand” in ein aktiviertes Stadium. Diese

% Dieses Verfahren der Rezeptorerkennung wurde bereits in Kapitel 2.3.2. vorgestellt: Das Lipopolysaccharid
(LPS) gramnegativer Bakterien zahlt namlich ebenfalls zur Gruppe der Pathogen assoziierten M olekular-Profile
(pathogen-associated molecular patterns, PAMPS) und wird Uber den Toll-artigen Rezeptor -4 (Toll like recep-
tor-4, TLR-4) erkannt. Einige dieser Toll-like Rezeptoren (TLRS) zdhlen zum Arsenal der soeben erwahnten
PRRs der Mikrogliazellen. Eine Kurzibersicht zu diesen Rezeptorgruppen und weiterfiihrende Literaturangaben
findet der Leser bei Kielian und Mariani (Kielian und Mariani 2009). Die genauen Mechanismen der rezeptor-
vermittelten Signal Ubertragung sollen nicht Thema der vorliegenden Arbeit sein.

-77 -



Aktivierung wiederum setzt eine Entzindungsreaktion in Gang (Hanisch 2002), welche durch
die Ausschittung diverser proinflammatorischer Zyto- (Weller et al. 1991, Grusell et al. 2002,
Widhe et a. 2004) und Chemokine (Brown et a. 2003, Narayan et a. 2005) die Einwande-
rung weiterer Abwehrzellen — sowohl des angeborenen a's auch des erworbenen Immunsys-
tems — zum Ort des Geschehens erleichtert (Kielian und Mariani 2009). Konkret spielen in der
Pathogenese der Neuroborreliose wohl die Toll-like-Rezeptoren der Mikrogliazellen und Ast-
rozyten eine entscheidende Rolle (Bernardino et a. 2008, Kielian und Mariani 2009, Satz
2010). Forschungsergebnisse zur Neuroborreliose am Rhesus-Affen konnten zeigen, dass
hierbei vor allem die Rezeptoren 1, 2 und 5 (TLR-1, -2, -5) beteiligt sind (Bernardino et al.
2008). Die genauen Mechanismen erscheinen jedoch &uf3erst komplex und wurden trotz im-
menser Fortschritte in den letzten Jahren immer noch nicht vollstandig verstanden. Offenbar
existiert sogar ein TLR-unabhangiger Signalweg Uber einen bislang unbekannten Rezeptor
(Satz 2010).

Die Versuche der vorliegenden Arbeit basieren auf der Annahme, dass bei einer Borrelienin-
fektion des zentralen Nervensystems kontinuierlich kleine Bestandteile des Erregers in den
Extrazellular- und Liquorraum abgegeben werden. Dies fihrt zu einer dauerhaften Entzin-
dungsreaktion und Aktivierung der dort ansassigen Immunzellen. Werden diese entziindlichen
Prozesse nun Uber einen langeren Zeitraum aufrechterhalten — wofUr offenbar nicht mal grof3e
Erregermengen notwendig sind (Lebech et al. 2000, Cerar et a. 2008) — so kann dies ernsthaf-
te Schaden am zentralen Nervensystem verursachen. Die Forschungsergebnisse der Arbeits-
gruppe um Ramesh €. a legen gar die Vermutung nahe, dass die starke Schadigung des neu-
ronalen Gewebes durch kdrpereigene Abwehrzellen auch das Resultat einer direkten Interak-
tion zwischen dem Erreger und dem Neuron selbst sein kénnte. So scheinen Neurone der Hin-
terwurzelstrénge im Rickenmark bei Kontakt mit Borrelia burgdorferi zur Produktion von
Immunmediatoren wie IL-6 angeregt zu werden (Ramesh et al. 2009). Der genaue pathophy-
siologische Ablauf bleibt jedoch weiterhin unklar. In jedem Fall sch&digt die auf den Erreger-
kontakt einsetzende Immunantwort neuronales Gewebe und stort dessen reibungslose Funkti-

on.

4.2. Immunreaktionen in vitro bei Stimulation mit OspC und VIsE

Die Stimulationsversuche mit OspC zeigten in vitro elne dosisabhangige Freisetzung von NO,
TNF-a, IL-6 und CXCL1. Anhand dieser Daten konnte fir NO eine Dosis-Wirkungskurve

erstellt werden, aus welcher sich auch die ECso-Konzentration errechnen liel3 [Y = Bottom +
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(Top - Bottom) / (1 + 10-%95<%°-X)]% Unter , ECso* versteht man in der Pharmakologie und
Toxikologie jene Stoffkonzentration, bei der ein halb-maximaler Effekt eintritt (LUllmann et
a. 2006). Diese Informationen waren fur die Planung des Tierexperiments von enormer
Wichtigkeit, da sich aus der Literatur keine Dosis-Wirkungsbeziehungen fir OspC ableiten
liefZen. Die vom Pumpensystem wahrend der 28 Versuchstage taglich in den Ventrikelraum
abgegebene Menge von 5 nug OspC wurde wie folgt aus unseren in-vitro-Daten ermittelt: Das
Liquorvolumen einer erwachsenen Maus betragt ungefhr 36,5 pl'®. Pro Minute werden nun
ca. 0,89 % dieses Volumens ausgetauscht (= 0,32 ul) (Davson et al. 1987). Somit wird der Li-
quor im Verlaufe eines Tages (0,32 pl * 60 [min] * 24 [h] = 468 ul Gesamtvolumen Liquor
pro Tag) geschétzte 13-ma komplett erneuert (468 ul / 36,5 pl~ 13). Dies bedeutet, dass pro
Versuchstag 5 ug OspC in ungefahr 468 pl FlUssigkeit gelost werden. Runden wir diesen
Wert auf 0,5 ml, lasst sich die tégliche OspC-Konzentration im Ventrikelraum auf 10 pg/ml
bzw. 10 mg/l schétzen. Wie aus der Abbildung 4 in Kapitel 3.1.1. ersichtlich wird, wurde mit
dieser Konzentration in vitro eine maximale Stimulation der Zellen erzielt. Die durch das
Pumpensystem applizierte Dosis von 5 pug OspC pro Tag sollte also auch in vivo ausreichend
sein, um eine Immunreaktion im zentralen Nervensystem der Nagetiere hervorzurufen.

Die obige Rechnung nimmt als Vereinfachung an, dass zwischen dem Extrazellularraum des
Hirngewebes und dem eigentlichen Liquorraum kein Austausch von Flussigkeit stattfindet. In
der Redlitét ist dies jedoch nicht der Fall. Esist davon auszugehen, dass sehr wohl ein gewis-
ser Flussigkeitsaustausch zwischen beiden Raumen existiert. Demzufolge verteilt sich die tég-
liche OspC-Dosis von 5 ug zusétzlich noch auf den hirneigenen Extrazellularraum. Das Ge-
hirn unserer C57BL/6-M&use umfasst in etwa ein VVolumen von 0,5 ml (Badea et al. 2007) .
Der Extrazellularraum macht ca. 10 % der Hirnmasse aus (Davson et a. 1987). Somit betragt
sein geschétztes Volumen in etwa 50 ul. Wie oft pro Tag diese 50 ul nun wiederum ausge-
tauscht werden, kann nicht mit vollstandiger Sicherheit gesagt werden. Wahrscheinlich ist der
Austausch im Hirngewebe langsamer as im Ventrikelsystem und die Geschwindigkeit diffe-
riert in den einzelnen Hirnregionen in Abhangigkeit von der Entfernung zum Liquorraum

(Davson et al. 1987). Fur unsere Versuche nahmen wir jedoch an, dass bei einer téglichen

% Die Rechnungen wurden mit der Statistiksoftware GraphPad Prism 5.01 fiir Windows durchgefiihrt (GraphPad
Software, San Diego, CA, USA). Vdl. hierzu die Ausfihrungen in Kapitel 3.1.1.

1% pas Liquorvolumen einer erwachsenen Maus wird in der Literatur meist mit ungefahren Werten zwischen 35
Ml und 40 ul angegeben. Eine exakte Bestimmung ist schwierig. Unter anderem scheinen hier auch das Alter so-
wie der Gesundheitszustand des Tieres eine nicht zu unterschatzende Rolle zu spielen. Vdl. hierzu die Arbeit von
Johanson (Johanson et al. 2008).

191 Dieser Wert beruht auf eigenen Beobachtungen unserer Arbeitsgruppe. Er deckt sich aber auch mit den Er-
gebnissen magnetresonanzmikroskopischer Untersuchungen (MRM) einer amerikanischen Forschergruppe (Ba-
deaet a. 2007).
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Applikation von 5 ug eine Konzentration von > 1 ug/ml (bzw. 1 mg/l) OspC in der extrazellu-
laren FlUssigkeit vorherrschen dirfte. Dieser Wert liegt immer noch deutlich Uber der errech-
neten ECso-Konzentration fir die NO-Freisetzung (vgl. hierzu die Messergebnisse in Kapitel
3.1.1).

Eine ausfuhrliche Diskussion der Stimulationsversuche mit VISE ertibrigt sich wohl an dieser
Stelle: Der im Forschungszentrum Borstel durchgefiihrte Limulus-Amdobozyten-Lysat-Test
belegt eine nicht mehr blockierbare Verunreinigung der VIsE-Proben. Somit kann nicht aus-
geschlossen werden, dass die NO-Freisetzung auf den Abbildungen 8, 9 und 10 ein Produkt
der Kontamination mit LPS ist. Daher 18sst sich auch die Frage, ob VISE Mikrogliazellen in
vitro stimuliert und zur Synthese von NO anregt, in dieser Arbeit nicht beantworten. Ebenso
kann aufgrund der hier vorliegenden Daten keine Aussage zur Freisetzung anderer proinf-

lammatorischer Substanzen —wie z.B. TNF-a — getroffen werden.

4.3. Immunreaktionen in vivo bel Stimulation mit OspC

Mit dem hier vorgestellten Tierexperiment wurde das Ziel verfolgt, einen entziindlichen Pro-
zess im zentralen Nervensystem fir die Dauer von 28 Tagen zu simulieren. Die dazu einge-
setzte pathogene Komponente, das Outer surface protein C (OspC), stammte vom Borrelia ga-
rinii Stamm 20047. Diese Subspezies von Borrelia burgdorferi sensu lato ist nach heutiger
Forschungsmeinung fir die meisten Falle von Neuroborreliose in Europa verantwortlich (Le-
bech 2002, Cerar et a. 2008). Aus diesem Grund erschien es uns sinnvoll, mit Proteinen die-
ses Bakteriums zu arbeiten.

Der Ablauf und die Ergebnisse der tierexperimentellen Versuche sollten aus den vorangegan-
genen Kapiteln bekannt sein. Es stellt sich sicherlich die Frage, warum fir diesen Versuch
Borrelienbestandteile und keine lebenden Borrelien genutzt wurden. Gerade Gliazellen schei-
nen doch in vitro besonders stark auf das Bakterium zu reagieren (Bernardino et a. 2008).
Sieht ein Stimulationsversuch in vivo daher nicht Erfolg versprechend aus? In der Theorie ist
diese Annahme korrekt. Ein Versuch mit lebenden Bakterien setzt jedoch mehrere Bedingun-
gen voraus, die insbesondere angesichts des komplexen und aufwandigen Versuchsaufbaus
(Training der Tiere, Implantation des Pumpensystems, regelméiige Kontrolle von Gewicht
und Gesundheit, regelmaliige Durchfihrung der neuropsychol ogischen und motorischen Test-
verfahren) nur schwer einzuhalten sind. Ein erstes Problem stellt hierbei die kulturelle An-
zucht des Erregers dar, die per se schon als recht schwierig einzustufen ist (Justies 2003). In

einem nachsten Schritt musste dafir gesorgt werden, dass jedes Tier die gleiche Menge Bak-
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terien ,,erhdt" und diese sich in ihrer Pathogenitét moglichst nicht voneinander unterscheiden.
Haufig stellt hier auch die,, Reinheit” der bakteriellen N&hrlésung ein ernsthaftes Problem dar,
da diese keine Immunostimulantien, wie z.B. LPS, enthalten darf. Der Vorteil einer Arbeit mit
rekombinanten Proteinen liegt dagegen auf der Hand: Diese sind in einer ausreichenden und
fest definierten Konzentration vorhanden. Unterschiede gibt es nicht. Sicherlich muss hier je-
doch vor Versuchsbeginn abgewogen werden, welche messbare Wirkung von einem einzel-
nen Protein zu erwarten ist. In der Forschungsliteratur ist der schadigende Einfluss von OspC
unumstritten. In einem Tierexperiment mit Ratten konnte bei spielsweise gezeigt werden, dass
die beiden Oberflachenproteine OspA und OspC bei direkter, intraartikulérer Injektion schwe-
re Gelenksentziindungen hervorrufen konnen (Batsford et al. 2004).

In diesem Experiment wurde OspC Uber eine implantierte Kanule direkt in den Ventrikelraum
der Versuchstiere gepumpt —im Prinzip also ein sehr aufwandiges Vorgehen. Dies war jedoch
nétig, da die systemische Gabe des Proteins nicht zu einer ausreichenden Anflutung im Extra
zellular- und Liquorraum gefihrt hétte. AuRerdem wére hierbel die Induktion einer systemi-
schen Immunreaktion — vielleicht sogar mit der Folge einer septischen Enzephal opathie — eine
mogliche Komplikation gewesen. Um nun das ZNS auf natirlichem Wege zu infizieren (Ein-
dringen des Erregers tber die Haut und anschlief3ende Verteilung Uber die Blutbahn), mussin
der Regel zuerst die Blut-Hirn-Schranke Uberwunden werden. Dies stellt einzelne Proteine
wie OspC meist vor ein uniberwindbares Hindernis. Wie dies hingegen ein Bakterium wie
Borrelia burgdorferi konkret bewerkstelligt, ist bis heute ungeklart und Gegenstand intensiver
Forschungsarbeit (Comstock und Thomas 1989, Szczepanski et a. 1990, Grab et a. 2005).
Eine Umgehung dieses ,normalen Infektionsweges* musste daher in Kauf genommen wer-
den, um ausreichend hohe Konzentrationen an OspC im ZNS zu erzielen. Betrachtet man in
diesem Zusammenhang einmal den Verlauf natlrlicher Borrelieninfektionen bei Nagetieren,
wird die Problematik noch deutlicher: Beim Menschen, und insbesondere bel Kindern, stellt
die Faziaisparese im Rahmen einer Neuroborreliose eines der haufigsten Krankheitssympto-
me dar (Christen und Eiffert 2003, Kaiser und Fingerle 2009). Die Infektion folgt hier dem
natrlichen Infektionsweg Uber die Haut und die Blutbahn. Eine Arbeitsgruppe aus Géttingen
versuchte 2004 in einem Tierversuch mit Ratten eben diesen Krankheitsverlauf zu imitieren.
Die Borrelien wurden den Tieren hierzu intrakutan injiziert und der Erreger konnte schliefdlich
in mehreren Organsystemen (Herz, Gehirn, periphere Nerven) nachgewiesen werden. Krank-
heitssymptome oder gar eine Fazialisparese wie beim Menschen entwickelten sich jedoch
nicht. Es konnte lediglich eine Nervenentziindung beobachtet werden (Eiffert et a. 2004). Die
Erkenntnisse der Gottinger Gruppe spiegeln auch die Ergebnisse ghnlicher Experimente bei
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Maéausen und Affen wieder. Eine Fazialisparese blieb auch bel diesen Tierarten aus (Barthold
et al. 1993, Pachner et al. 2001 a, Pachner et a. 2001 b). Es gilt somit festzuhalten, dass Bor-
relia burgdorferi zwar das ZNS der obigen Spezies infiltriert, sich manifeste Krankheitssymp-
tome jedoch eher an anderen Organen (Karditis, Arthritis) abspielen. Die Methode der intra-
ventrikul@ren Infusion von OspC erschien somit die einzige sinnvolle Mdglichkeit, die immu-
nologischen Prozesse einer Neuroborreliose in einem Tiermodell zu imitieren.

Welche Erkenntnisse lassen sich nun aus der vorliegenden Arbeit fir die Borrelienforschung
gewinnen? Neben einer signifikant htheren Anzahl an Iba-1-markierten Zellen im Gyrus den-
tatus konnten vor alem deutlich grofere axonale Schaden in den histologischen Schnitten der
OspC-Mause beobachtet werden. Dies belegt zwar keineswegs, dass die in der OspC-Gruppe
vermehrt aktivierten Mikrogliazellen auch fur die Schadigung der Nervenfasern verantwort-
lich sind, doch gibt es hierfir Hinweise in der Literatur (lliev et al. 2004). Die genauen Me-
chanismen dieser Zellschadigung werden derzeit intensiv beforscht (Ramesh et a. 2009).
Vielleicht handelt es sich um eine zielgerichtete Reaktion der Mikrogliazellen gegen neurona-
les Gewebe nachdem dieses in Kontakt mit bakteriellen Komponenten getreten ist (Ramesh et
al. 2009), vielleicht aber auch um eine fehlgeleitete Antikorperreaktion gegen dem OspC éh-
nelnde korpereigene Antigene. Derartige Kreuzreaktionen sind schliefdlich auch fir andere
Bestandteile von Borrelia burgdorferi bekannt (Sigal 1993, Alaedini und Latov 2005). Die
Moglichkeit der Kreuzreaktivitét scheint jedoch eher unwahrscheinlich, da in alen Gehirn-
schnitten nur sehr wenige und meist auch vereinzelte T- und B-Zellen gefunden wurden. Viel-
leicht wéare hier bei der Arbeit mit |ebenden Bakterien eine stérkere Einwanderung von Im-
munzellen zu erkennen gewesen, wie dies auch in der Frilhphase der Neuroborreliose beim
Menschen im Liquor der Fall ist (Jacobsen et al. 2003).

Vor dem obigen Hintergrund gestaltet sich die Interpretation der Ergebnisse der motorischen
und neuropsychologischen Testverfahren als nicht ganz einfach: Trotz des histologisch sich-
tbaren axonalen Schadens gibt es keinerlei Anhalt fir eine motorische oder kognitive Funkti-
onseinschrankung. Beide Versuchsgruppen — OspC und Kontrollen — absolvierten problemlos
alle an sie gestellten Aufgaben (Seiltest, Rotarod, Morris-Wasserlabyrinth). Im zeitlichen Ver-
lauf ist sogar ein Trainingseffekt zu erkennen (vgl. hierzu Kapitel 3.2.4.). Am ehesten |asst
sich diese Beobachtung wohl damit erkléren, dass das Ausmal’ der axonalen Schéadigung nicht
grof3 genug war, um einen messbaren Unterschied zwischen Kontroll- und OspC-Gruppe fest-
zustellen.

Die Messung der CXCL 13-Spiegel wirft ebenfalls neue Fragen auf: In vitro konnte das Che-

mokin zwar nicht in den Uberstanden der mit OspC stimulierten Zellen gemessen werden,
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doch zeigen die Untersuchungen der Gewebe-Homogenate eine deutliche Tendenz zu héheren
Werten in der OspC-Gruppe (vgl. hierzu Kapitel 3.2.6.). Kdnnte es sein, dass Mikrogliazellen
gar nicht fur die Freisetzung von CXCL13 verantwortlich sind? Oder werden daflr weitere
Mediatoren bendtigt, die von anderen Zellen (Endothelzellen, Lymphozyten) produziert wer-
den? Auch in der neueren Forschungsliteratur lassen sich diesbezliglich keine eindeutigen
Antworten finden (Ramesh et a. 2009, Rupprecht et a. 2009). Diese Fragen miissen daher im
Rahmen von zukiinftigen Studien beantwortet werden.

-83-



5. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden Immunreaktionen im zentralen Nervensystem bei Stimula-
tion mit Bestandteilen von Borrelia burgdorferi untersucht. Hierzu wurden sowohl Versuche
in vitro as auch in vivo durchgefihrt: In vitro wurden priméare Mikrogliazellen der Maus mit
den Oberflachenproteinen OspC und VISE stimuliert und die Freisetzung von Stickstoffmo-
noxid (NO) sowie spezifischer Zyto- und Chemokine gemessen. In vivo wurde Laborméausen
Uber einen Zeitraum von 28 Tagen OspC mittels elner implantierten Kantle direkt in den
Ventrikelraum appliziert. Der Gesundheitszustand der Tiere sowie deren motorische und neu-
ropsychologische Leistungsfahigkeit wurden wahrend der gesamten Versuchsdauer konti-
nuierlich Gberpruft. Hierzu wurden die folgenden Testverfahren eingesetzt: Seiltest, Rotarod-
Test und das Morris-Wasserlabyrinth. Im Anschluss an diese 28-tagige V ersuchsphase wur-
den die Gehirne der Tiere histologisch untersucht. AulRerdem wurden Homogenate des fronta-
len Neokortex und des Kleinhirns angefertigt. Darin wurden ebenfalls Entziindungsparameter
(TNF-a, CXCL13) gemessen. Vor dem Hintergrund der in Kapitel 1.4. gestellten Fragen,
konnen aus dieser Arbeit folgende Erkenntnisse gewonnen werden:

e Die in-vitro-Versuche zeigten eindeutig, dass das Oberflachenprotein OspC Mikro-
gliazellen stimuliert und aktiviert. Es wurde eine Vielzahl proinflammatorischer Ent-
zindungsparameter (NO, TNF-a, etc.) freigesetzt. Aufgrund der Kontamination der
VIsE-Proben kann zu diesem Oberflachenprotein jedoch keine Aussage getroffen wer-
den.

e In vivo konnte kein Unterschied zwischen den beiden Versuchsgruppen (OspC vs.
Kontrolle) beobachtet werden. Die intraventrikuldre Applikation von OspC scheint
keinen messbaren Einfluss auf die motorische und neuropsychologische Leistungsfé
higkeit der Tiere gehabt zu haben. In den histologischen Préparaten konnte jedoch eine
stérkere Mikroglia-Aktivierung und auch ein gréf3erer axonaler Schaden beobachtet
werden. Anzeichen fur entztindliche Prozesse gibt es kaum. Es konnten nur vereinzelt
B- und T-Zellen gefunden werden.

e Eine direkte Zellschadigung in vitro konnte durch den WST-1-Test fur OspC und
VIsE ausgeschlossen werden. In vivo ist zwar ein signifikant grol3erer axonaler Scha-
den in der OspC-Gruppe zu verzeichnen, jedoch gibt es keine eindeutigen Beweise, ob
dieser Schaden eine Folge der Entziindungsreaktion oder gar Folge einer direkten

Interaktion zwischen Protein und Axon ist. Forschungsergebnisse anderer Untersu-



chungen lassen jedoch auf einen durch die Mikrogliazellen verursachten Schaden
schlief3en.

Die Ergebnisse dieser Arbeit bestétigen die von der Forschung angenommenen starken
immunogenen Eigenschaften von OspC. In der Pathogenese der Lyme-
Neuroborreliose scheint dieses Oberflachenprotein eine nicht zu unterschétzende Rolle
zu spielen. Es sind jedoch noch weitere Untersuchungen notwendig, um diese Prozes-

seim Detail zu verstehen.
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6. Anhang

6.1. Abbildungsver zeichnis

Abbildung 1, S. 7

Abbildung 2, S.9

Abbildung 3, S. 27

Abbildung 4, S. 51

Abbildung 5, S. 52

Abbildung 6, S. 52

Abbildung 7, S. 53

Abbildung 8, S. 54

Abbildung 9, S. 55

Abbildung 10, S. 56

Klassifikation der Spirochdten und Einteilung von B. burgdorferi (M =
beim Menschen, T = beim Tier), in: Satz 2010, Seite 13.

Schematischer Querschnitt von Borrelia burgdorferi, in: Satz 2010, Seite
15.

Zeitlicher Ablauf der 28-tdgigen intraventrikuldren Applikation von OspC
im Tierexperiment.

Nitrit-Konzentrationen 48 Stunden nach Beginn der Stimulation mit
OspC. Es wurden unterschiedliche Mengen OspC zur Stimulation
eingesetzt (0.3 pug/ml bis 10 pg/ml). Um eine Kontamination mit LPS
auszuschliefden, wurde jede OspC-Probe noch ein zweites Mal zusammen
mit 10 pg/ml Polymyxin B (PMB) stimuliert. Dargestellt sind Mittelwert
+ Standardabweichung.

Freisetzung von TNF-a 48 Stunden nach Beginn der Stimulation mit
OspC. Dargestellt sind Mittelwert + Standardabweichung.

Freisetzung von IL-6 48 Stunden nach Beginn der Stimulation mit OspC.
Dargestellt sind Mittelwert + Standardabweichung.

Freisetzung von CXCL1 (KC) 48 Stunden nach Beginn der Stimulation mit
OspC. Dargestellt sind Mittelwert + Standardabweichung.

Nitrit-Freisetzung in der ersten Versuchsreihe mit VISE. Die Messung der
Konzentrationen erfolgte 48 Stunden nach Beginn der Stimulation.
Dargestellt sind Mittelwert + Standardabweichung.

Neben den VIsE-Konzentrationen aus Abbildung 8 sind die
,Gegenproben“ mit Zusatz von 10 pg/ml Polymyxin B dargestellt. Die
Messung erfolgte wie immer 48 Stunden nach Beginn der Stimulation.
Eingezeichnet sind die p-Werte, wenn man die Ergebnisse statistisch
miteinander vergleicht (t-Test). Dargestellt sind Mittelwert +
Standardabweichung.

Nitrit-Freisetzung in der zweiten Versuchsreihe 48 Stunden nach Beginn
der Stimulation. Es wurden relativ niedrige Konzentrationen von VISE
zur Stimulation eingesetzt (0.001 pg/ml bis 10 pg/ml). Die
eingezeichneten Zahlen und die dazugehoérigen Querverbindungen (VISE
0.1 / VISE 0.1 + PMB 10 sowie VIsE 0.3 / VISE 0.3 + PMB 10) geben die p-
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Abbildung 11, S.

Abbildung 32, S.

Abbildung 13, S.

Abbildung 14, S.

Abbildung 15, S.

Abbildung 16, S.

Abbildung 17, S.

Abbildung 18, S.

Abbildung 19, S.

57

59

60

60

61

62

62

63

64

Werte im direkten Vergleich mit und ohne Zusatz von 10 pg/ml
Polymyxin B an. Dargestellt sind Mittelwert + Standardabweichung.

WST-1-Test zur Bestimmung der Zellproliferation und Lebensfahigkeit
bei den mit VISE stimulierten Mikrogliakulturen. Es ist keine Toxizitat
erkennbar. Dargestellt sind Mittelwert + Standardabweichung.

Gewicht beider Versuchsgruppen im Verlauf. Die Daten sind im Median +
Interquartilabstand dargestellt.

Testergebnisse des Seiltests (in Punkten gemafd Tabelle 1). Die Daten
sind im Median + Interquartilabstand an den einzelnen Versuchstagen
dargestellt. Insgesamt konnten 20 Punkte erreicht werden. Dabei steht
eine hohe Punktzahl fiir ein schlechtes Ergebnis (schlechte motorische
Fahigkeiten).

Zeit auf dem Rotarod (in Sekunden). Die Daten sind im Median +
Interquartilabstand an den einzelnen Versuchstagen dargestellt.

Zeit bis zum Erreichen der Plattform im Morris-Wasserlabyrinth
(Trainingsldufe). Dargestellt sind Median + Interquartilabstand der
einzelnen Trainingseinheiten. Je zwei Trainingseinheiten fassen die
sechs Laufe eines Tages zusammen (Tag -3: Einheit 1+2; Tag -2: Einheit
3+4; Tag -3: Einheit 5+6). Die erste Trainingseinheit eines Tages (1, 3, 5)
fand immer morgens, die zweite immer nachmittags (2, 4, 6) statt.

Geschwommene Strecke im Morris-Wasserlabyrinth (Trainingsldufe).
Dargestellt sind Median + Interquartilabstand der einzelnen
Trainingseinheiten. Je zwei Trainingseinheiten fassen die sechs Laufe
eines Tages zusammen (Tag -3: Einheit 1+2; Tag -2: Einheit 3+4; Tag -3:
Einheit 5+6). Die erste Trainingseinheit eines Tages (1, 3, 5) fand immer
morgens, die zweite immer nachmittags (2, 4, 6) statt.

Schwimmgeschwindigkeit im Morris-Wasserlabyrinth (Trainingslaufe).
Dargestellt sind Median + Interquartilabstand der einzelnen
Trainingseinheiten. Je zwei Trainingseinheiten fassen die sechs Laufe
eines Tages zusammen (Tag -3: Einheit 1+2; Tag -2: Einheit 3+4; Tag -3:
Einheit 5+6). Die erste Trainingseinheit eines Tages (1, 3, 5) fand immer
morgens, die zweite immer nachmittags (2, 4, 6) statt.

Zeit bis zum Erreichen der Plattform im Morris-Wasserlabyrinth
(Kontrollldufe). Dargestellt sind Median + Interquartilabstand aller sechs
Laufe. Die Kontrollldufe 1, 2 und 3 fanden am Versuchstag 12 statt; die
Kontrolllaufe 4, 5 und 6 hingegen am Versuchstag 24.

Geschwommene Strecke im Morris-Wasserlabyrinth (Kontrollldaufe).
Dargestellt sind Median + Interquartilabstand aller sechs Laufe. Die
Kontrolllaufe 1, 2 und 3 fanden am Versuchstag 12 statt; die
Kontrolllaufe 4, 5 und 6 hingegen am Versuchstag 24.
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Abbildung 20, S.

Abbildung 21, S.

Abbildung 22, S.

Abbildung 23, S.

Abbildung 44, S.

Abbildung 25, S.

Abbildung 26, S.

Abbildung 27, S.

Abbildung 28, S.

Abbildung 29, S.

Abbildung 30, S.

64

65

66

66

69

70

71

73

74

75

75

Schwimmgeschwindigkeit im Morris-Wasserlabyrinth (Kontrollldufe).
Dargestellt sind Median + Interquartilabstand aller sechs Laufe. Die
Kontrolllaufe 1, 2 und 3 fanden am Versuchstag 12 statt; die
Kontrolllaufe 4, 5 und 6 hingegen am Versuchstag 24.

Zeit bis zum Erreichen der Plattform im Morris-Wasserlabyrinth (Laufe
mit versetzter Plattform). Dargestellt sind Median + Interquartilabstand
der einzelnen Trainingseinheiten. Je zwei Trainingseinheiten fassen die
sechs Liufe eines Tages zusammen (Tag 25: Einheit 1+2; Tag 26: Einheit
3+4; Tag 27: Einheit 5+6). Die erste Trainingseinheit eines Tages (1, 3, 5)
fand immer morgens, die zweite immer nachmittags (2, 4, 6) statt.

Geschwommene Strecke im Morris-Wasserlabyrinth (Laufe mit
versetzter Plattform). Dargestellt sind Median + Interquartilabstand der
einzelnen Trainingseinheiten. Je zwei Trainingseinheiten fassen die
sechs Laufe eines Tages zusammen (Tag 25: Einheit 1+2; Tag 26: Einheit
3+4; Tag 27: Einheit 5+6). Die erste Trainingseinheit eines Tages (1, 3, 5)
fand immer morgens, die zweite immer nachmittags (2, 4, 6) statt.

Schwimmgeschwindigkeit im Morris-Wasserlabyrinth (Laufe mit
versetzter Plattform). Dargestellt sind Median + Interquartilabstand der
einzelnen Trainingseinheiten. Je zwei Trainingseinheiten fassen die
sechs Laufe eines Tages zusammen (Tag 25: Einheit 1+2; Tag 26: Einheit
3+4; Tag 27: Einheit 5+6). Die erste Trainingseinheit eines Tages (1, 3, 5)
fand immer morgens, die zweite immer nachmittags (2, 4, 6) statt.

Iba-1-markierte Mikrogliazellen im hippokampalen Gyrus dentatus bei
einem Tier mit OspC-Infusion.

Axonale Schiaden im Corpus callosum durch Anfirbung von APP bei
einem Tier mit OspC-Infusion.

Axonale Schiaden im Corpus callosum durch Anfirbung von APP bei
einem Tier mit OspC-Infusion.

TNF-a-Spiegel im frontalen Kortex. Dargestellt sind Median +
Interquartilabstand.

TNF-a-Spiegel im  Kleinhirn. Median +

Interquartilabstand.

Dargestellt  sind

CXCL13-Spiegel im frontalen Kortex. Dargestellt sind Median +
Interquartilabstand.

CXCL13-Spiegel im Kleinhirn. Im Graphen ist eine Tendenz zu héheren
Konzentrationen bei den mit OspC behandelten Tieren zu erkennen. Der
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Unterschied zur Kontrollgruppe erreichte jedoch keine statistische
Signifikanz (p = 0,055). Dargestellt sind Median + Interquartilabstand.

6.2. Tabellenver zeichnis

Tabelle 1, S. 31

Tabelle 2, S. 46

Tabelle 3,S.57

Punktevergabe beim Seiltest.

Semiquantitative Skala zur Beurteilung des axonalen Schadens.

Die obere, grau unterlegte Zeile gibt die LPS/VIsE-Konzentrationen an,
welche zur Untersuchung eingeschickt wurden. Die untere Zeile zeigt die
gemessene LPS-Kontamination der Proben. Die Einheit EU steht fir
»Endotoxin Unit“ und ist ein international anerkanntes Mafd zur Angabe
der Verunreinigung. Dabei entsprechen 16,7 EU in etwa 1 ng LPS
(personliche Mitteilung des Forschungszentrums Borstel, Leibniz-
Zentrum fiir Medizin und Biowissenschaften, Borstel, Deutschland).
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